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1. REVISION BIBLIOGRAFICA
LI. ESTRÉS CELULAR
Una característica esencial de todos los seres vivos es su capacidad para detectar y
responder a las variaciones en su entorno normal de crecimiento mediante una serie de
mecanismos complejos que garantizan el mantenimiento de la homeostasia.
A nivel celular, los mecanismos que permiten la respuesta y/o el aclimatamiento a
cambios suaves en el entorno normal de crecimiento incluyen, a corto plazo, cambios
reversibles en la estructura y función de los enzimas, lo que a su vez puede alterar la
especificidad o direccionalidad de ciertas rutas metabólicas y, a largo plazo,
modificaciones en el patrón de expresión génica con la siguiente alteración cualitativa y
cuantitativa del contenido proteico celular, mecanismo éste que contribuye a la exitosa
adaptación definitiva del ser vivo al nuevo entorno.
Sin embargo, cuando las variaciones que un ser vivo experimenta en su entorno
normal de crecimiento son de tal magnitud que sobrepasan su capacidad fisiológica de
respuesta, aparece otro tipo de respuesta celular, de igual o mayor importancia que la
anterior y que se conoce con el nombre genérico de respuesta al estrés. Este tipo de
respuesta aparece en todos los seres vivos estudiados hasta la fecha y se encuentra
altamente conservada a lo largo de la evolución, tanto en cuanto a sus mecanismos como a
los componentes moleculares implicados.
A nivel celular, el principal componente de la respuesta al estrés lo constituye el
aumento rápido y preferencial en la expresión coordinada de un conjunto de proteínas
conocidas genéricamente como proteínas de estrés, cuya función parece ser la de
proporcionar protección a la célula, a la vez que contribuir a recuperar las funciones
metabólicas básicas que se vieron afectadas durante el periodo de estrés. Ashburner y
Borner (1979), Craig (1985), Lindquist (1986), Subjeck and Shyy (1986) y Lindquist y
Craig (1988) han publicado revisiones exhaustivas sobre este tema.
1.1.1. Agentes inductores de la respuesta a estrés.
Aunque la respuesta a estrés fue inicialmente identificada como una serie de
alteraciones morfológicas en respuesta a aumentos en la temperatura normal de
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crecimiento de ciertos organismos, se conocen en la actualidad multitud de situaciones
fisiológicas y patológicas capaces de desencadenar una respuesta celular semejante.
Todas estas situaciones pueden agruparse en las siguientes tres grandes
categorías:
1.- Situaciones de estrés ambiental: Este tipo de condiciones incluye el choque térmico
(Ritossa, 1964), exposición de la célula a análogos de aminoácidos (Kelley y
Schlesinger, 1978; Hightower, 1980), a ciertos metales pesados (Levinson y col., 1980),
a algunos ionóforos (Wu y col. 1981), a inhibidores de metabolismo energético (Ritossa,
1962), a inhibidores de la síntesis de glicoproteinas (Poyssegur y col., 1977; Olden y col.
1978), así como a la alteración del pH del medio extracelular (Whelan y Hightower,
1985).
2.- Situaciones patofisioló~icas: Fiebre, hipertrofia, hiperoxia, inflamación, isquemía,
tratamientos con agentes antineoplásicos (Shaefer y col., 1988), infecciones virales
(Notarianni y Preston, 1982; Peluso y col., 1978) y expresión anormal de proto-
oncogenes y oncogenes (Morange y col., 1984; Peluso y col., 1978).
3.- Situaciones no estresantes: ciclo celular, factores de crecimiento, desarrollo y
diferenciación (revisado por Morimoto y Milarski, 1990; y por Pauli y Tissieres, 1990).
El choque térmico fue el primer agente identificado capaz de promover la
respuesta al estrés (Ritossa, 1962. 1963, 1964). razón por la que ha constituido el
modelo experimental empleado tradicionalmente para el estudio de este tipo de respuesta
en distintos organismos. Por este motivo, los términos respuesta a estrés y respuesta a
choque ténnico son utilizados con frecuencia de forma indistinta en la literatura, y la gran
mayoría de las proteínas inducidas por estrés han sido denominadas proteínas de choque
térmico (hsps).
A pesar de la naturaleza aparentemente dispar de todos los agentes capaces de
desencadenar la respuesta al estrés, muchos de ellos presentan como denominador común
la capacidad de provocar alteraciones en la conformación de proteínas. Por esta razón, se
podría afirmar que el agente causante en último término de la aparición de la respuesta al
estrés es la acumulación intracelular de polipéptidos estructuralmente anormales. Este
hipótesis se apoya en numerosas evidencias experimentales (Ananthan y col., 1986;
Kozutsumi y col., 1988; Edington y col, 1989; Parsell y Sauer, 1989; Goff y Goldberg,
1985).
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1.1.2. Alteraciones en las células sometidas a estrés.
Las alteraciones bioquímicas y estructurales que aparecen en las células sometidas
a estrés han sido objeto de una activa labor investigadora. La mayor parte de los estudios
realizados en este sentido han sido de naturaleza meramente descriptivay se han efectuado
en su mayor parte sobre células eucariotas en cultivo. Es importante considerar que la
aparición de una alteración determinada en una célula sometida a estrés puede resultar bien
de un efecto directo del estrés o bien ser debida a un mecanismo celular tendente a
compensar una alteración previa, por lo que los datos obtenidos de la observación directa
de la célula deben ser tomados con cautela.
1.1.2.1. Alteraciones estructurales.
En células de mamíferos, el núcleo parece ser el orgánulo más afectado por el
estrés, probablemente debido a la mayor susceptibilidad de los complejos ácido
nucleico/proteina a sufrir desnaturalización y agregación (Littlewood y col., 1987). Las
siguientes alteraciones soncaracterísticas de los núcleos de células sometidas a estrés:
- Aparición de los denominados gránulos pericromatínicos dispersos por todo el núcleo
(Heme y col., 1971), constituidos probablemente por agregados de pre-mRNAs no
procesados (Mayrand y Pedersen, 1983; Yost y Lindquist, 1986).
- En los nucleolos se produce una pérdida y/o agregación de los denominados complejos
granulares, constituidos éstos por prerribosomas y otros complejos ribonucleoproteicos
en formación (Welch y Suhan, 1985; Neumann y col., 1984).
- Aparición de filamentos cilíndricos de actina que forman fibras densamente
empaquetadas y que atraviesan el nucleo de un extremo a otro (lida, 1986, Welch y
Suhan, 1985).
El citoplasma también sufre profundas alteraciones a causa del estrés, viéndose
afectados principalmente los distintos componentes del citoesqueleto. Así, se produce un
aumento aparente en el número de microfilamentos de actina en repuesta a choque térmico
(Thomas y col., 1982), aunque se han descrito independientemente efectos totalmente
opuestos a consecuencia del mismo tipo de estímulo (Glass y col., 1985). Los filamentos
intermedios sufren una rápida redistribución intracelular en respuesta a la hipertermia,
pasando de una disposición fisiológica extendida por todo el citoplasma a una distribución
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anormal colapsada en tomo al núcleo (Welch y col., 1985; Thomas y col., 1982>. Se ha
sugerido que el mecanismo responsable del colapso de los filamentos intermedios durante
el choque térmico es la activación de la proteína quinasa dependiente de cAMP (PKA)
(Escribano y Rozengurt, 1988), puesto que se ha observado en células sometidas a estrés
la fosforilación de 2 residuos en la molécula de vimentina, fosforilación ésta que puede
ser catalizada por la PICA (Lamb y col., 1989). Se desconocen por el momento las
implicaciones funcionales originadas por la alteración estructural que sufren los
filamentos intermedios durante el choque térmico. Se ha observado la aparición de
mitocondrias y polisomas asociados a los agregados perinucleares de filamentos
intermedios que se forman durante el choque térmico (Thomas y col., 1982).
Otros orgánulos que sufren profundas alteraciones estructurales durante el choque
térmico son el aparato de Golgi y las mitocondrias. El aparato de Golgi experimenta, en
respuesta al tratamiento hipertérmico, una fragmentación dando lugar a un conjunto de
vesículas membranosas distribuidas por todo el citoplasma celular (Welch y Suhan,
1985). Sin embargo, no se ha demostrado de forma concluyente el que esta profunda
alteración estructural conlleve disfunciones en la actividad secretora y de glicosilación
proteica en la célula estresada. Por otro lado, las mitocondrias de fibroblastos sometidos a
choque térmico aparecen hinchadas, con unas crestas muy prominentes y los espacios
intracrestales muy aumentados (Welch y Suhan, 1985). Este tipo de alteraciones
estructurales son muy semejantes a las producidas por agentes inhibidores del transporte
electrónico y de la fosforilación oxidativa (Weinbach y Garbus, 1968; Buffa y col.,
1970).
1.1.2.2. Alteraciones bioquímicas.
Numerosos autores han estudiado el efecto del tratamiento hipertérmico sobre la
composición de la membrana plasmática en células de eucariotas superiores. Sin
embargo, los resultados de los distintos grupos han sido contradictorios. Por un lado, se
ha sugerido que las células previamente hechas termotolerantes presentan un aumento en
el contenido de colesterol en la membrana plasmática (Cress y col., 1982), mientras que
Anderson y Parker (1982) concluyeron que la termotolerancia no conlíeva cambios
apreciables en la fluidez y composición de la membrana.
Sin embargo, la alteración funcional de ciertos componentes de la membrana en
respuesta a choque térmico parecen ser mucho más evidentes. Así, por ejemplo, se han
demostrado (i) una alteración de la actividad de la Na~fK~ ATPasa (Yi, 1979; Burdon y
Cutmore, 1982; Anderson y Hahn, 1985) originándose un aumento en la concentración
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intracelular de K+ acompañado de una disminución en la de Na+, (u) una disminución en
la capacidad de “binding” del receptor del factor de crecimiento epidérmico (Magnum y
Fernie, 1981) y del receptor de insulina (Calderwood y Hahn, 1983), (iii) una reducción
del número de antígenos de histocompatibilidad en la superficie celular (Mehdi y col.,
1984) y (iv) un aumento en el transporte de hexosas al interior celular (Warren y col.,
1986).
Existen numerosos datos que indican que una consecuencia temprana del choque
térmico es una disminución rápida del pH intracelular (Weitzel y col., 1985) y un
aumento de los niveles intracelulares de calcio (Stevenson y col., 1986). La sugerencia
inicial de que el cambio en dichos parámetros podría ser responsable del aumento en la
transcripción de los genes que codifican para proteínas de choque térmico fue rebatida por
Drummond y col. (1986) al demostrar que cambios en estos parámetros, en ausencia de
choque térmico, no originan activación transcripcional. En la actualidad, el significado de
la alteración en el pH y en la concentración de calcio intracelulares permanece
desconocido.
Otro efecto característico de la hipertermia es la disminución en la concentración
intracelular de ATP (Leenders y col., 1974; Findly y col., 1983), efecto que parece estar
asociado a la alteración estructural de la mitocondria. No resulta extraño por tanto que el
choque térmico vaya acompañado de una disminución en la funcionalidad mitocondria]
(Christiansen y Kuama, 1969) y que la célula adquiera vias anaerobias para su
aprovisionamiento energético. Como respuesta adaptativa paralela a estas alteraciones, se
ha observado que la expresión de dos enzimas glucolíticas, enolasa y gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, se ve aumentada durante el choque térmico (lida y Yahara,
1985).
1.1.2.3. Fenocopias.
Las fenocopias son anomalías no heredables del desarrollo inducidas por estrés
ambiental y que cursan con unas manifestaciones muy semejantes a las que aparecen en
ciertos mutantes para genes homeóticos implicados en el desarrollo embrionario. Las
fenocopias se manifiestan únicamente cuando el estrés se produce en etapas concretas del
desarrollo del organismo, y pueden ser inducidas tanto por la hipertermia como por la
exposición a ciertos agentes químicos (etanol). Aunque este fenómeno fue identificado
por primera vez en Drosophila (Goldschmidt, 1935), también se ha observado en
embriones de ave y de mamíferos (Pleet y col., 1981).
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1.2. PROTEÍNAS DE ESTRÉS.
Las proteínas de estrés constituyen una amplia familia de polipéptidos presentes
en todos los organismos estudiados hasta la fecha y cuyo denominador común es que su
síntesis aumenta de forma drástica y preferencial durante una situación de estrés
ambiental. La clasificación de las proteínas de estrés se puede efectuar en base a 2
criterios:
-Según el agente inductor, hablamos de ‘heat-shock proteins” (hsp, proteínas inducidas
por choque térmico) o de “glucose-regulated proteins” (grp, proteínas inducidas por
deficiencia de glucosa). El resto de agentes inductores de la respuesta alestrés promueve
la síntesis de uno, otro o ambos grupos de proteínas. De esta forma, en células de
mamíferos, la exposición a metales pesados desencadena una respuesta celular muy
semejante a la que aparece durante el choque térmico mientras que la hipoxia, el
tratamiento con jonóforos de calcio o con inhibidores de la glicosilación provoca la
inducción de las grps, de forma análoga a lo que sucede en una situación de deficiencia
de glucosa.
-Según similitud de secuencia y peso molecular, se distinguen 4 grandes familias de
proteínas de estrés:
- Proteínas de estrés de bajo peso molecular.
- Proteínas de estrés de 60 kDa.
- Proteínas de estrés de 70 kDa.
- Proteínas de estrés de 90 kDa.
Las proteínas de estrés de 60, 70 y 90 kDa se conocen genéricamente como
chaperones moleculares. Este término fue propuesto inicialmente por Laskey (1978) para
ilustrar el papel de la nucleoplasmina en el ensamblaje de nucleosomas, y posteriormente
reinterpretado por Ellis y col. (1987) para hacerlo extensible a todas aquellas proteínas
que intervienen en el plegamiento y ensamblaje de otros polipéptidos pero que no forman
parte del complejo funcional que resulta. Las proteínas de estrés de 60 kDa se conocen
también como chaperoninas. Recientemente se han publicado varias revisiones
exhaustivas sobre el tema (Gething, 1991; Gething y Sambrook, 1992; Rothman, 1989;
Georgopoulos, 1992; Hartí y col., 1992 y Kelley y Georgopoulos 1992. En la tabla 1.1
se muestra una relación sistematizada de los chaperones moleculares identificados hasta la
fecha en distintos organismos, así como de las proteínas que cooperan con éstos.
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1.2.1. Proteínas de estrés de baje peso molecular.
Todos los organismos estudiados hasta la fecha contienen una o más hsps de bajo
peso molecular. Aunque aparentemente constituyen un grupo heterogeneo de
polipéptidos, pueden considerarse integrantes de una misma familia en función a (O
presentan una discreta similitud de secuencia, (u) poseen una estructura secundaría e
hidrofobicidad semejante, (iii) manifiestan una expresión diferencial en distintos estadios
del desarrollo, (iv) forman partículas multiméricas de gran tamaño, algunas de las cuales
contienen RNA y (y) presentan una distribución subeelular semejante. Se han identificado
proteínas de esta familia en una gran variedad de organismos (ver Lindquist y Craig,
1988 y Welch, 1990).
La mayor parte de las proteínas de bajo peso molecular de distintas especies
presentan cierta semejanza de secuencia con la a-cristalina (Bloemendal y col., 1972),
una proteína localizada en el cristalino en forma de agregados de alto peso molecular.
Dado que las proteínas de estrés dc bajo peso molecular se presentan habitualmente como
oligómeros, se ha sugerido que la semejanza de secuencia entre ambas familias de
proteínas puede constituir la base estructural de la capacidad de ambas familias para
formar homoligómeros. Existen pocos datos referentes a la función de esta familia de
proteínas. Estudios recientes han demostrado que la u-cristalina puede funcionar como un
chaperón molecular (Horwitz, 1992).
1.2.2. Proteínas de estrés dc 60 kDa (chaperoninas).
Esta familia comprende un amplio grupo de polipéptidos conocidos gcnéricamentc
como chaperoninas (Hemmingsen y col., 1988) y caracterizados por ser estructural y
funcionalmente homólogas a la proteína GroEL de E.coli y por estar presentes en todos
los procariotes y en mitocondrias y cloroplastos de células eucariotas (MeMullin y
Hallberg, 1987; McMullin y Hallberg. 1988). Las características comunes de esta familia
de proteínas son las siguientes:
- Presentan una alta homología de secuencia (en tomo al 50% de identidad aminoacídica
entre 2 chaperoninas cualesquiera (Gupta, 1989).
- Aunque se expresan de forma constitutiva, son inducidas en respuesta a choque térmico
(Ellis, 1990), al aumento en el contenido intracelular de proteínas en estado no nativo
(Parselí y Sauer, 1989) y a infecciones bacterianas (Buchmeier y Hcffron, 1990).
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característica esta última que las conviene en potentes antígenos en distintos tipos de
infecciones (Young y col., 1988), así como las hace potencialmente capaces dc
desencadenar procesos autoinmunes (Young y col., 1990).
- Todas ellas presentan una estructura homooligomérica, compuesta por 2 anillos de 7
subunidades de aproxiamdamente 60 kDa cada una (cpn60) (Martel y col., 1990; Pushkin
y col., 1982). La chaperonina de cloroplastos (Rubisco Subunit Binding Protein)
constituye una excepción ya que contiene cantidades equimolares de 2 subunidades (a y
j3), altamente relacionadas (Hemmingsen y Ellis, 1986). Las chaperoninas de procariotes
y mitocondrias interaccionan funcionalmente con otra proteína de 10 kDa (cpn 10) que se
purifica en forma de homoheptámero con simetría de orden 7. Las subunidades cpnl0
presentan ciertahomología de secuencia con una región central (aminoácidos 100-250) de
las subunidades cpná0 (Martel y col., 1990).
- Todas las chaperoninas estudiadas ligan ATP con gran afinidad pero presentan una débil
actividad ATPasa, que en algunos casos puede verse modulada en presencia del sustrato
polipeptídico y del componente cpnl0.
- Todas ellas parecen estar implicadas en la estabilización conformacional de intermedios
de plegamiento que aparecen en la célula, tanto de forma fisiológica (transporte a través de
membranas, plegamiento, ensamblaje) como de forma patológica (heat-shock,
glicosilación deficiente). De hecho, se han establecido sistemas experimentales de
renaturalización proteica in vitro en los que las distintas chaperoninas funcionan de forma
semejante.
1.2.2.1 Clasificación de las proteínas de estrés de 60 ¡<Da
Chaperoninas bacterianas
.
Fueron identificadas inicialmente en la década de los 70 en base a que mutaciones
en sus genes codificantes eran capaces de bloquear el crecimiento y propagación de los
fagos X (Georgopoulos y col., 1973), T4 (Georgopoulos y col., 1972). T5 (Zweig y
Cummings, 1973) y 186 (Hocking, 1982).
El complejo nativo y funcional según se aisla del citosol bacteriano tiene un
coeficiente de sedimentación de 25S y consta de 14 subunidades organizadas en forma de
2 anillos de 7 subunidades cada uno en torno a un eje de simetria de orden 7 (Hendrix,
1979). GroEL coepera funcionalmente tanto ir vi’.n (Tilly y Georgopoulos. 1.982) como
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¡ti vitro (Chandrasekar, 1986) con la proteína GroES (cpn 10), una proteína de 10 kDa
que aparece en forma nativa como un anillo homoheptamérico (Chandrasekar, 1986), y
que se encuentra codificada junto con el gen de GroEL en el operón GroE, de donde sc
transcriben conjuntamente como un mRNA bicistrónico (Hemmingsen y col., 1988). La
estequiometría de GroEL y GroES en la holochaperonina funcional es de 1:1 (Langer y
col., 1992b). GroES interacciona de fonna asimétrica con uno de los poíos del complejo
formado por GroEL, originando un acusado cambio conformacional en el poío opuesto
(Langer et aL, 1992b). Una orientación semejante de GroEL con respecto a GroES se ha
observado en la holochaperonina de Thermus termophilus (Ishii et al., 1992).
GroEL es una proteína abundante que representa el 2 % del contenido proteico
celular total en condiciones basales, mientras que tras un choque térmico pasa a constituir
el 16% (Neidhart y col., 1981).
Aunque las proteínas GroE fueron identificadas inicialmente como necesarias para
la morfogénesis de distintos fagos, estudios posteriores demostaron que estas proteínas
resultan esenciales para la viabilidad celular (Wada e Itikawa, 1984; Fayet y col., 1989).
Las funciones descritas para las proteínas GroE son las siguientes:
1.- Son necesarias para la morfogénesis de distintos bacteriofagos. Ambas proteínas se
requieren para el ensamblaje de la cabeza del fago X (Friedman y col., 1984), la cola
del fago T5 (Tilly y Georgopoulos, 1982) y la cabeza del fago T4 (Georgopoulos y
col., 1972).
2.- Replicación del DNA: Se ha demostrado que la sobreexpresión de proteínas GroE es
capaz de suprimir fenotipos termosensibles asociados a mutaciones en proteínas
implicadas en la interacción con DNA (Fayet y col., 1986; Jenkins y col., 1986;
Ruben y col., 1988), lo que sugiere la existencia de interacciones funcionales entre
estas proteínas y GroES, aunque no se han encontrado evidencias concluyentes al
respecto.
3.- Translocación de proteínas: Se han podido identificar complejos binarios estables entre
GroEL y distintos precursores de secreción (pre ji-lactamasa, cloranfenicol acetil-
transferasa) en extractos celulares de E.coli (Bochkareva y col., 1988). Estos
complejos también han podido ser reconstituidos ¡ti vitro a partir de UroEL y de los
precursores proOmpA y prePhoE purificados (Lecker y col., 1989). Dichas
asociaciones pueden ser revertidas en presencia de ATP (Bochkareva y col.. 1988).
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Además, la sobrecxpresión de GroEL en E.coli facilita la exportación de proteínas de
fusión con g-galactosidasa (Phillips y Silhavy, 1990).
4.- Plegamiento y ensamblaje de proteínas oligoméricas. Aunque no existen evidencias
directas de que GroEL pueda promover el plegamiento y ensamblaje de proteínas
endógenas de E.coli ¡ti vivo, se ha demostrado que la reconstitución de Rubisco
dimérico y hexadecamérico a partir de sus subunidades expresadas en E.coli es
mucho más eficiente en aquellas cepas en las existe simultanéamente sobreexpresión
de GroEL y GroES (Goloubinoff y col., 1989b). Por otro lado, la sobreexpresión de
estas proteinas permite corregir multitud de fenotipos termosensibles en
S.typhimurium y E.coli debidos a mutaciones en genes codificantes tanto para
enzimas de distintas rutas biosintéticas como para proteínas estructurales (Van Dyk y
col., 1988). Aunque existen varias hipótesis para explicar estos efectos supresores,
parece razonable suponer que la proteína GroE está involucrada en el ensamblaje de
polipéptidos, de forma que proteínas mutantes que no pueden adquirir una
conformación funcional, son capaces de plegarse correctamente en presencia de un
exceso de GroEL.
Chaneroninas de cloronlastos (Proteína de unión a la subunidad de Rubisco)
.
Fue identificada inicialmente por Barraclough y Ellis (1980) en un estudio sobre la
síntesis y ensamblaje de la proteína RuBisCo, proteína presente en todos los organismos
autótrofos encargada de catalizar la fijación fotosintética del C02 (Ellis, 1979). La RBSP
(Rubisco Subunit Binding Protein) aparecía asociada no covalentemente a las
subunidades mayores de Rubisco antes del ensamblaje de éstas para formar el oligómero
funcional.
A diferencia de lo que ocurre en otras chaperoninas que contienen un único tipo de
subunidad de 60 kDa, la RSBP contiene de dos clases de subunidades de 60 kDa, la a
(61 kDa) y la [3(60 kDa) (Hemminsgsen y Ellis, 1986). de secuencia altamente
conservada (identidad aminoacídica del 50%), por lo que probablemente derivan de un
único gen ancestral (Martel y col., 1990). Tanto la subunidad a como la j3 están
codificadas en el genoma nuclear (Hemmingsen y col., 1986). La estructura cuaternaria
de la RBSP, a semejanza de lo que ocurre en otras chaperoninas. es dc tetradecámero con
una disposición en 2 anillos de 7 monómeros, en el que la disposición de las subunidades
a y [3en los anillos es desconocida. Sólamente se han identificado homólogos de la
proteína GroES en cloroplastos de cebada (Hartman y col., 1992a).
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La RBSP muestra una ligera inducción en respuesta al choque térmico. La única
evidencia a favor de la implicación de RBSP en la biogénesis del cloroplasto,
independientemente del ensamblaje de rubisco, se reduce a la identificación de varios
polipéptidos asociados a esta proteína tras su importación al cloroplasto (Lubben y col.,
1989). Sin embargo, RSBP puede reemplazar a GroEL/ES en ensayos de reconstitución
¿ti vitro de Rubisco de R.rubrum (Goloubinoff y col., 1989a), así como las proteínas
GroE pueden promover la formación de oligómeros activos de rubisco cuando los genes
de GroEL y GroES y de las subunidades grandes y pequeñas de Rubisco de A.nidulans
son coexpresadas en E.coli (Goloubinoff y col., 1989b). Estos hallazgos evidencian la
existencia de una homología funcional importante entre ambas chaperoninas, hecho no
sorprendente si tenemos en cuenta que GroEL de E.coli y RBSP de T.aestivum presentan
una identidad aniinoacídica del 46%.
Chaneroninas mitocondriales
.
El análogo mitocondrial de GroEL (hsp60) fue identificado inicialmente por
McMullin y Hallberg (1987) en la mitocondria de Tetrahymena rermophiía. Estos mismos
autores demostraron posteriormente la presencia de análogos inmunológicamente
relacionados con esta proteína en la mitocondria de otras especies (McMullin y Hallberg,
1988). El clonaje y secuenciación del gen de hsp6o de £cerevisiae (Reading y col.,
1989; Johnson y col., 1989) mostró la existencia de un 54% y un 45% de identidad
aminoacídica con GroEL y la subunidad a de RBSP (Hemmingsen y col., 1988).
respectivamente. La posterior disponibilidad de clones de esta proteína de otros
organismos (Jindal y col., 1989; Picketts y col., 1989; Peralta y col., 1990) ha
confirmado la existencia de un grado de conservación semejante (identidad próxima al
60% entre las hspá0 de 2 especies cualesquiera). Hsp6O se expresa constitutivamente
aunque se induce de 2 a 3 veces en respuesta a choque térmico (Cheng et al., 1989).
La hspó0 nativa se encuentra en la matriz mitocondrial en forma de
homodecatetrámero constituido por 2 anillos con simetria radial de orden ‘7 y con un
coeficiente de sedimentación de 20S (McMullin y Hallberg, 1988; Hutehinson y col.,
1989). La chaperonina mitocondrial de células de mamíferos aparece en forma de un
único anillo heptamérico (Viitanen y col., 1992). El análogo mitocondrial de GroES se ha
identificado en células de hígado bovino y de rata (Lubben y col., 1990), de hepatoma
(Hartmann y col. 1992b) y en semillas de cebada (Hartmann y col., 1992a) como una
proteína de 9, 10 y 12 kDa, respectivamente. En células de mamíferos, cpnl0 se
encuentra en forma nativa como un oligómero de 65 kDa (Hartmann y col.. 1992b) o 45
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kDa (Lubben, 1990), lo que sugiere una disposición homoheptamérica semejante a la
descrita para GroES.
Hsp6O es una proteína esencial para la viabilidad celular en levaduras, ya que la
inactivación de su gen resulta letal a cualquier temperatura (Reading y Hallberg, 1989).
Las primeras evidencias sobre el papel funcional de hsp60 en la mitocondria fueron
obtenidas mediante el estudio de una cepa mutante (mif4) que expresa una forma
termosensible de hsp60 (Cheng y col., 1989). Estas células son incapaces, a la
temperatura restrictiva, de ensamblar los complejos macromoleculares mitocondriales, a
pesar de que las subunidades aisladas son correctamente translocadas y procesadas. Esta
alteración se ha demostrado tanto para los polipéptidos dirigidos hacia la matriz
mitocondrial (ornitina transcarbamilasa y FL-ATPasa (Cheng y col., 1989); y la propia
hsp60 (Cheng y col., 1990>) como para aquellos dirigidos al espacio intermembrana
(proteína Fe-S de Rieske y citocromo b2) (Cheng y col., 1989), que son incapaces de
alcanzar su destino submitocondrial final.
Por otro lado, se ha demostrado la implicación directa de hsp60 en el plegamiento
de proteínas en la matriz mitocondrial (Ostermann y col., 1989). Se ha encontrado que en
mitocondrias carentes de ATP en la matriz, tratadas con NEM o incubadas a baja
temperatura, existe una asociación física entre hsp6O y distintos precursores desplegados.
La adición de ATP revierte esta asociación a la vez que permite la liberación del precursor
en una forma parcialmente plegada (Ostermann y col., 1989). Por otro lado, la asociación
entre hsp60 y precursores mitocondriales no parece ser exclusiva de aquellos polipéptidos
codificados por el genoma nuclear, puesto que también se ha observado que ciertos
polipéptidos codificados por el genoma mitocondrial cosedimentan y coinmunoprecipitan
con hspá0 (Prasad y col., 1990; Hallberg, 1990). En eucariotas superiores, las únicas
evidencias con respecto al papel funcional de cpn60 lo constituyen la demostración de la
capacidad de los oligómeros de hsp60 de promover el plegamiento de Rubisco ¡ti vitro
(Viitanen y col., 1992b) y la interacción de hsp6O con el producto del oncogen ras (Ikawa
y Wember, 1992) y la identificación de interacciones transitorias entre el análogo de
hsp60 de células de mamíferos (hsp58) (Mizzen y col., 1989) y precursores
mitocondriales recién sintetizados (Mizzen y col., 1991).
La expresión del gen de hspó0 de levadura está regulada en respuesta a una gran
variedad de condiciones físicas y metabólicas. Así, hsp60 se induce 4-5 veces cuando las
células son transferidas a un medio con glicerol o etanol como única fuente de carbono. El
homólogo de hsp60 en la mitocondria de maiz muestra una expresión 3 veces superior en
embriones que en telidos adultos (Prasad y Hallberg, 1989). En cucariotas superiores se
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han identificado 6 pseudogenes de hsp6o y un único gen carente de intrones (Venner y
col., 1990).
Chaperoninas citosólicas
.
La identificación en el citosol de células eucariotas de moléculas semejantes a
cpná0 sugiere laexistencia en este compartimento de una maquinaria proteica responsable
del plegamiento y ensamblaje de polipéptidos semejante a la presente en bacterias,
cloroplastos y mitocondrias.
La primera evidencia en este sentido fue proporcionada por Gupta (1990) al
identificar ciertas homologías de secuencia entre distintas cpn60s y la proteína TCPl
(Tailless Complex Polypeptide 1) de distintos organismos. Esta proteína se ha visto
implicada en defectos del desarrollo embrionario y en la maduración estructural y
funcional del esperma (Silver y col., 1979). La confirmación definitiva al respecto fue
proporcionada por Trent y col. (1991) al identificar la proteína de heat-shock más
abundante en el citosol de la arqueobacteria Sulfolobus shibatae (TF55) como un
chaperon molecular con actividad ATPasa, capaz de interaccionar con polipéptidos
desnaturalizados y que presenta una gran similitud de secuencia con TCP- 1. TF55 se
encuentra en forma de oligómeros resultantes de la asociación de 2 anillos toroidales de 8
ó 9 monómeros cada uno.
En células eucariotas, se ha demostrado que TCP- 1 se encuentra en el citosol
como un complejo heteromérico de 800-950 kDa (Lewis y col., 1992) y que interacciona
con la molécula de ¡3-tubulina promoviendo la adquisición por parte de ésta de una
conformación resistente a proteasas y competente para su ensamblaje (Yaffe y col.,
1992), lo que parece explicar el importante papel de TCP-l en la biogénesis de la tubulina
¡ti vivo (Ursic y Culbertson. 1991). Por otro lado, se ha purificado de reticulocitos de
conejo un complejo de 800 kDa capaz de catalizar el plegamiento ATP-dependiente de la
molécula de j3—actina (Gao y col., 1992) y constituido por 7 polipéptidos de 55-68 kDa.
uno de los cuales es inmunoreactivo frente a un anticuerpo contra TCP- 1. Este complejo
parece ser el mismo que el identificado por Yaffe y col. (1992). En testículo bovino,
TCP-1 aparece como un anillo hetero-oligomérico de 970 kDa (TRiC) que es capaz de
promover el plegamiento ATP-dependiente de luciferasa y tubulina en ausencia de ningun
otro factor proteico (Frydman y col., 1992).
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1.2.2.2. Mecanismo de acción de las chaperoninas.
La mayor parte de los conocimientos actuales disponibles acerca del mecanismo
de acción de las chaperoninas a nivel molecular se ha obtenido mediante el desarrollo de
sistemas de plegamiento y/o ensamblaje ¡ti viti-o con GroEL/S purificadas y polipéptidos
sustrato artificialmente desnaturalizados, en los que las transiciones estructurales del
polipéptido sustrato son monitorizadas mediante determinación de la variación en la
fluorescencia intrínseca, o indirecta asociada a una sonda fluorescente, de la sensibilidad a
proteasas o de la actividad enzimática.
El número de proteínas para las que se ha descrito recuperación con éxito de su
estructura nativa y actividad enzimática tras su desnaturalización artificial e incubación con
GroEL y GroES ha crecido enormemente en los últimos años. Hasta la fecha, se ha
demostrado renaturalización mediada por GroE en: Rubisco dimérico de origen procariota
(Goloubinoff y col., 1989a; Viitanen y col., 1990), citrato sintasa (Buchner y col., 1991;
Zhi y col., 1992), rodanasa (Martin y col.. 1991; Mendoza y col.. 1991), dihidrofolato
reductasa (Martin y col., 1991; Viitanen y col., 1991), triptofanasa (Mizobata y col.,
1992), glutamina sintetasa (Fisher y col.. 1992), f3-lactamasa (Laminet y col., 1990),
distintos enzimas termofílicos (Taguchi y col., 1991), 6-hidroxi-D-nicotina oxidasa
(Brandsch et al., 1992) y el propio GroEL (Lissin et al., 1990). Por otro lado, se ha
comprobado que GroEL forma complejos estables con aproximadamente la mitad de las
proteinas solubes en estado desnaturalizado de E.col¡ (Viitanen y col., 1992a). Además,
se ha comprobado que el rendimiento en la producción de polipéptidos heterólogos
recombinantes activos en cepas de E.coli genéticamente manipuladas es muy superior
cuando en estas mismas cepas existe co-sobreexpresión simultanea de distintos
chaperones (Wynn y col., 1992; Lee y Olins, 1992, Goloubinoff y col., 1989b).
Todos estos estudios indican que la capacidad de GroEL/S de promover el
plegamiento y ensamblaje de ditintos polipéptidos artificialmente desplegados de muy
distinto origen. Sin embargo, no existen evidencias concluyentes que demuestren la
capacidad de GroEL de replegar agregados proteicos. La comprensión de los mecanismos
moleculares implicados en el plegamiento de polipéptidos mediado por chaperoninas
requiere (i) definir la conformación en la que el sustrato polipéptidico se encuentra
asociado a GroEL y (u) caracterizar los distintos intermedios de reacción que aparecen
durante el proceso de plegamiento.
El análisis de Ja fluorescencia intrínseca de distintos polipéptidos unidos a GroEL
de Ibrma estable muestra que los sustratos presentan una conformación intermedia entre cl
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estado nativo y la conformación absolutamente desplegada. Estos resultados llevaron a
los autores a sugerir que los polipéptidos unidos a GroEL presentaban una conformación
semejante a la denominada ‘molten globule’. Este tipo de estado conformacional fue
identificado inicialmente como un intermedio cinético tanto del proceso de
desnaturalización con agentes suaves como durante la renaturalización de distintos
polipéptidos (ver revisiones de Creighton, 1990 y Van der Goot y col., 1992). El estado
‘molten globule” se caracteriza por (i) presentar un contenido en elementos de estructura
secundaria semejantes al de la conformación nativa, (u) contener algunos residuos
inaccesibles al solvente, (iii) presentar una elevada flexibilidad en las cadenas laterales,
(iv) poseer una compactación próxima a la del estado nativo y (y) no mostrar transición
térmica tras el calentamiento.
La naturaleza de los elementos estructurales del sustrato que son reconocidos por
GroEL es desconocida. Se ha demostrado que GroEL puede interaccionar con el péptido
c de la glicoproteina del VSV (virus de la estomatitis vesicular) (Landry y col., 1992) y
con un fragmento proteico correspondiente a una a-hélice de la región amino terminal de
la rodanasa nativa (Landry y Gierasch, 1991b), y que en ambos casos, el péptido
adquiere una conformación de a-hélice al unirse a GroEL, según se demuestra mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear bidimensional (Landry y col., 1992;
Landry y Gierash, 1991b). Además, un examen detallado de las estructuras terciarias de
proteínas cuyo plegamiento/ensamblaje es catalizado por GroEL muestra que toda ellas
contienen a-hélices expuestas al solvente (Landry y Gierasch, 1991a). Sin embargo, se
ha demostrado unión a y renaturalización catalizada por GroEL de un fragmento Fab de
una inmunoglobulina, que carece por completo de estructura secundaria de a-hélice
(Schmidt y Buchner, 1992). El hecho de que GroEL parezca reconocer regiones con
estructura secundaria definida en sus sustratos polipéptidicos constituye un hecho
diferencial con respecto a hsp’70, que aparentemente interacciona con regiones
polipéptidicas deplegadas (Landry y col., 1992).
Aunque la estructura cuaternaria del oligómero de hsp6O presente una simetria
radial de orden ‘7, no se ha demostrado interacción simultánea de más de 1 ó 2
polipéptidos por cada molécula de GroEL (Lecker y col., 1989; Laminet y col., 1990;
Martin y col., 1991). Esta estequiometría parece indicar que los protómeros de GroEL
dan lugar a la formación de un único sitio activo localizado en el centro de la molécula o
bien que aún existiendo 14 sitios activos, la interacción simultánea de un número elevado
de sustratos se vea limitada por impedimento estérico (Hendrix, 1979). En este último
caso, un polipéptido parcialmente plegado podría interaccionar con el oligómero a través
de varias regiones expuestas. GroEL es capaz de unir hasta 14 moléculas de ATP
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(Bockhareva y col., 1992), cuya hidrólisis se produce siguiendo una cinética de
cooperativídad positiva (Bockhareva y col., 1992).
La transición estructural desde un intermedio en el estado de “molten globule”
asociado a GroEL hasta una molécula funcional requiere de la intervención de GroES y
ATP. En ausencia de GroES, la hidrólisis de ATP por GroEL conduce a la liberación del
sustrato que puede sufrir una renaturalización espontánea (p.ej. dihidrofolato
reductasa)(Martin y col., 1991) o bien una agregación irreversible (p.ej. rodanasa)(Martin
y col., 1991). Sin embargo, cuando GroES se encuentra presente, la actividad AlPasa de
GroEL aparece fuertemente modulada, de forma que se produce una liberación gradual
del sustrato (Martin y col., 1991), que conduce finalmente a la renaturalización del
mismo. Se han descrito ensayos de plegamiento in viti-o en los que GroEL es
funcionalmente ¡reemplazable por hsp60 de mitocondrias de levadura (Goloubinoff y
col., 1989a) o de mamíferos (Viitanen y col.. 1992a) o por RBSP (Goloubinoff y col.,
1989a). La proteína GroEL se fosforila reversibleniente durante el choque térmico lo que
origina un cambio en sus propiedades que resulta en que la liberación ATP-dependiente
del sustrato ocurre en ausencia de GroES (Sherman y Goldberg, 1992)
1.2.3. Proteínas de estrés de 70 kDa.
Esta familia comprende un amplio grupo de proteínas localizadas tanto en
organismos procariotas como en distintos compartimentos de células eucariotas. Los
estudios iniciales sobre estas proteínas proporcionaron las primeras evidencias sobre el
posible papel de las proteínas de estrés en la recuperación de las alteraciones morfológicas
inducidas en la célula porel tratamiento de estrés.
Las características generales de esta familia de proteínas se pueden resumir en:
1.-Se expresan de forma constitutiva.
2.-Alta similitud de secuencia entre los distintos miembros de la familia (50% de
identidad aminoacidica), siendo la semejanza superior en los 2/3 N-terminales que en
el resto de la proteína.
3.-Todas son capaces de unir y/o hidrolizar ATP, estando esta actividad regulada por
otros factores proteicos.
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4.-Aunque presentan una inducción diferencial en respuesta a distintos tipos de estrés,
todas ellas son inducidas en última instancia como resultado del acúmulo intracelular
de proteínas desnaturalizadas.
5.-Requieren de otras proteínas de estrés para desempeñar su función.
1.2.3.1 Clasificación de las proteínas de estrés de 70 ¡<Da
Proteínas de estres de ‘70 kDa en orocariotes <DnaK)
.
Fue identificada inicialmente como el producto de un gen necesario para la
replicación del fago X (Friedman y col., 1984), aunque su función resulta esencial para la
viabilidad celular (Georgopoulos, 1989). Las mutaciones en el gen que codifica para
DnaK se manifiestan de forma pleiotrópica, dando lugar a cepas termosensibles que
presentan alteraciones severas en la síntesis de DNA y RNA, defectos en las rutas
proteolíticas y sobreexpresión de otras proteínas de estrés incluso a temperaturas no
restrictivas.
Se han descrito las siguientes funciones para DnaK:
- Mantener precursores proteicos en una conformación competente para la
translocación e impedir su agregación. Se ha demostrado que DnaK es capaz de unirse a
proteínas eucariotas cuando éstas se sobreexpíesan en E.coli (Clarke y col., 1988).
Además, la sobreexpresión de DnaK permite detectar asociaciones transitorias entre este
polipéptido y proteínas de fusión con laeZ (Philips y Silhavy, 1990), facilitando la
exportación de estos productos. En general, la función de mantener los precursores en
una conformación competente para la translocación a través de membranas parece ser
desempeñada fundamentalmente por otro chaperon, SecB, de forma colateral por “trigger
factor” y GroEL (Lecker y col., 1989), y sólo excepcionalmente por DnaK (Philips y
Silhavy, 1990).
- Inicio de la replicación del DNA del bacteriofago X durante el ciclo lítico de
infección. En este caso. DnaK coopera con otras 2 proteínas de estrés de E.coli, DnaJ y
GrpE, en la liberación de la proteína P del fago X del complejo preprimosomal inactivo
para así facilitar la acción desenrrolladora de DnaB (Georgopoulos, 1990). DnaK también
coopera con DnaJ para activar la proteína iniciadora RepA y permitir su unión al origen de
replicación del plásmido Pl (Wickner y col., 1991).
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- Renaturalización de proteínas inactivadas por choque térmico. DnaK es capaz de
reactivar de forma ATP-dependiente la RNA polimerasa de E.col¡ desnaturalizada
previamente por tratamiento hipertérmico (Skowyra y col., 1990). Se ha comprobado
también que la renaturalización ¡ti vivo de la proteína represora X ci857 requiere de la
presencia de DnaK, DnaJ y GrpE funcionales (Gaitinaris y col., 1990).
- Autoregulación de la respuesta a choque térmico. DnaK ha sido calificada como
el “termómetro celular’ (Craig y Boss, 1991) dada su capacidad de regular la
disponibildad de 032, la subunidad que confiere a la RNA polimerasa la especificidad
para la transcripción de los genes que constituyen el regulon heat-shock, en función del
contenido intracelular en proteína desnaturalizada. En condiciones basales, un alto
porcentaje del total celular de 032 se encuentra asociado a DnaK (Liberek y col., 1992),
estando por tanto bloqueada la transcripción a partir de promotores dependientesde 032
(Straus y col., 1990).Tras el choque térmico, DnaK es movilizada y pasa a unirse a los
sustratos por los que presenta mayor actividad (superficies interactivas en proteínas
desnaturalizadas), liberándose entonces a32 con la consiguiente activación de la
transcripción de genes heat-shock (Straus y col., 1990). Estudios recientes han
demostrado la existencia de complejos bien diferenciados entre 032 con Dnak y GrpE y de
~32 con DnaJ, lo que sugiere que la activa transcripción mediada por q32 puede ser
regulada diferencialmente por Dna.J y DnaKIGrpE (Gamer et al., 1992).
DnaK presenta una baja actividad ATPasa (1 molécula hidrolizada por cada 5
minutos) pero que puede ser estimulada hasta 50 veces por DnaJ (incrementa la hidrólisis
del nucícótido) y por GrpE (acelera el recambio de los nucleótidos unidos) (Gething y
Sambrook, 1992; Ang y col., 1991). Esta regulación de la actividad ATPasa parece ser
necesaria para explicar la intervención de DnaJ y OrpE en la liberación de sustratos
unidos a DnaK y facilitar así el reciclaje de DnaK hacia nuevos sustratos.
DnaK es capaz de autofosforilarse ¡ti v¡tro tras incubación con ATP (Zylicz y col.,
1983). La actividad ATPasa y la capacidad de autofosforilación de DnaK son estimuladas
por iones Ca2~ (Cegielska y Georgopoulos, 1989).
Proteinas de estrés de 70 kDa citosólicas
.
Este subgrupo comprende a los productos de los 4 genes Ssa (stress seventy)
(Ssal, Ssa2, Ssa3 y Ssa4) y los 2 genes Ssb (Ssbl y Ssb2) en levaduras y la forma
inducible (hsp72) y constitutiva (hsp73=hsc70) de la hsp70 en cucariotas superiores.
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Las funciones descritas para este grupo de proteínas son:
- Translocación de proteínas a través de membranas. En levaduras, la importación
de proteínas a la mitocondria y al retículo endoplásmico tanto ¡ti viti-o como ¡ti vivo
requiere de la presencia de hsp70s citosólicas (Deshaies y col., 1988; Chirico y col.,
1988; Murakami y col., 1988), así como de otros cofactores. Un papel semejante se ha
propuesto para la hsp70 de células eucariotas superiores (Zimmerman y col., 1988).
Además, las proteínas de estrés de 70 kDa citosólicas se han visto implicadas en el
transporte de proteínas al núcleo (Imamoto y col., 1992; Shi y Thomas, 1992) y al
cloropasto (Waegeman y col., 1990). Dado que este requerimiento (al menos en el caso
de precursores mitocondriales) puede ser obviado cuando los precursores son
previamente desnaturalizados con urea (Chaco y col., 1988; Murakami y col., 1988), las
hsp70 parecen actuar promoviendo un relajamiento ATP-dependiente en la estructura
terciaria del precursor o disolviendo agregados de precursores no translocados. ¡ti vivo,
se ha observado la existencia de interacciones entre hsp7O y polipéptidos citosólicos
recién sintetizados. Esta interacción puede serrevenida en células normales tras adición
de ATP, mientras que en células sometidas a distintos tipos de estrés, las interacciones
son irreversibles (Beckmann y col., 1990).
- Recuperación de las alteraciones producidas en la morfología nucleolar
provocadas por choque térmico. Los estudios iniciales demostraron que el tratamiento
hipertérmico en distintos sistemas experimentales provocaban una translocación de la
hsp70 desde el citosol hacia el núcleo, estando allí asociada al nucleolo (Arrigo y col.,
1980; Velázquez y col., 1980; Velázquez y Lindquist, 1984), uno de los orgánulos cuya
morfología se ve más alterada durante el choque térmico (ver 1.1.2.1). La evidencia
concluyente sobre el papel protector de la hsp70 en el nucleolo fue proprocionada por
Pelhani (1984) al comprobar que la recuperación de la morfología nucleolar era mucho
más rápida en células que expresaban altos niveles de hsp70 que en las controles.
- Despolimerización de las cubiertas de clatrina. La proteína responsable del
desensamblaje de las cubiertas de clatrina mediante desplazamiento de los triskeliones fue
identificada por Rothman y Schmid (1986) como una ATPasa que posteriormente
demostró ser idéntica a la hsp70 citosólica de expresión constitutiva (hsc70 o hsp73)
(Ungewickel, 1985; Chappel y col., 1986). El mecanismo que permite la eliminación
selectiva de los monómeros de clatuina en las vesículas endocíticas implica cambios en las
concentraciones de Ca2+ y K+ en las proximidades de la vesícula, lo que provoca un
cambio conformacional en la cadena ligera de clatrina que expone un sitio de unión a
hsc70 (DeLuca-Flaherty, 1990).
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- Degradación lisosomal de proteínas intracelulares. Prp73, una proteína
probalemente idéntica a hsp73, es capaz de interaccionar con ciertas regiones peptídicas
cuya función es la de dirigir al polipéptido que las contiene hacia la degradación lisosomal
cuando se retira el suero del medio de cultivo (Chiang y col., 1989). La reconstitución ¡ti
viti-o del sistema de degradación muestra que prp73 ejerce su función de forma ATP-
dependiente (Chiang y col.. 1989).
- Los productos de los genes Ssb 1 y Ssb2 interaccionan con ribosomas activos,
asociación que puede ser revertida por puromicína. por lo que se ha sugerido la
implicación de Ssbl/2p en el paso de polipéptido naciente a través del ribosoma (Nelson y
col., 1992).
La reciente identificación de homólogos de la proteína DnaJ en el citosol de células
eucariotas (YDJl, 5151) (Caplan y Douglas, 1991; Atencio y Yaffe, 1992; Luke y col,
1991) sugiere la existencia de interaccionas funcionales entre éstos y hsp70. De hecho, la
afinidad de Ssalp por un sustrato artificial está fuertemente modulado por YDJlp (Cyr y
col., 1992) y la importación de proteínas a la mitocondria aparece fuertmente alterada en
mutantes termosensibles de YDJl (Atencio y Yaffe, 1992).
Proteinas de estrés de 70 kDa en el retículo endonlásmico
.
El retículo endoplásmico de células eucariotas contiene en su lumen una proteína
de 78 kDa que fue descrita inicialmente como proteína de unión a la cadena pesada de la
inmunoglobulina (BiP) (Haas y Wabl, 1983; Morrison y Scharf, 1975) y como “glucose
regulated protein” (grp78) Pouyssegur y col., 1977). En levaduras, esta proteína resulta
de la expresión del gen Kar2, un gen implicado en la fusión nuclear tras la conjugación de
2 células (Rose y col., 1989).
Las funciones descritas hasta la fecha para BiP son las siguientes:
- BlP está implicada en la retención de proteínas en e] retícu]o endoplásmico.
Todos los polipéptidos que acceden a la via exocítica deben adquirir su estructura nativa
en el retículo endoplásmico para poder ser eficientemente secretados (Rose y Doms,
1988). Se ha demostrado que BiP interacciona en el lumen del retículo con polipéptidos
que presentan una estructura no nativa, tanto en aquellos casos cuyo plegamiento se ve
impedido por una glicosilación aberrante (Dorner y col., 1987; Hurtley y col., 1989;
Kassenbrock y col., 1988; Accili y col., 1992), como en aquellas proteínas oligoméricas
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cuyos polipéptidos integrantes se encuentran aún en estado monomérico, como ocurre en
el caso de la cadena pesada de IgG (Bole y col., 1986; Haas y Wabl. 1983) o con la
glicoproteina del virus de la estomatitis vesicular (Hurtley y Helenius, 1989). Sin
embargo, mientras que RiP interacciona con los monómeros no ensamblados de proteínas
oligoméricas de forma transitoria, los polipéptidos con glicosilación alterada se mantiene
unidos a BiP de forma estable, por lo que probablemente nunca accederán a la via
exocitica, ya que serán degradados directamente en el retículo endoplásmico.
- BlP parece intervenir de forma directa o indirecta en la translocación de
precursores a través de la membrana del retículo endoplásmico. Evidencias en este sentido
provienen de la identificación de precursores de la via secretora en el citosol en mutantes
de levadura para el gen Kar2 (Vogel y col., 1990; Nguyen y col., 1991). Por otro lado, el
producto del gen 5EC63, una proteína transmembrana del retículo, requerida para la
translocación de precursores de la via secretora (Rothblatt y col., 1989), contiene un
dominio iunraluminal con homología de secuencia con DnaJ, por lo que es posible que
exista una interacción entre BiP y Sec63p de forma semejante a lo que ocurre en E.coli
entre DnaK y DnaJ para distintos procesos (ver 1.2.3.1).
Proteínas de estrés de 70 kDa en la mitocondria
.
Se han identificado proteínas de estrés de 70 kfla en la mitocondria de distintos
organismos (Leustek y col., 1989; Engman y col., 1989; Craig y col, 1989; Mizzen y
col., 1989). En S.cerevisiae, esta proteína proviene de la expresión del gen SSCI (Craig
1989), gen que resulta esencial para la viabilidad celular (Craig y col., 1987). En células
de mamíferos, se ha identificado una proteína mitocondrial de 75 kDa que se induce en
respuesta a deficiencia de glucosa (grp75) (Mizzen y col., 1989). La proteína Ssclp de
levadura presenta una alta similitud de secuencia con DnaK, lo que apoya la hipótesis de
un origen endosimbionte de la mitocondria. Se ha identificado un análogo de DnaJ en la
mitocondria de levadura (SCJI), pero su función permanece desconocida (Blumberg y
Silver, 1991).
La hsp7O mitocondrial es necesaria para la translocación de precursores a través
de la membrana interna mitocondrial (Kang y col., 1990), como parecen indicar (1) las
interacciones transitorias observadas esntre hsp70 y distintos precursores mitocondriales
en mutantes del gen SSCl (Kang y col., 1990; Ostermann y col, 1990) o en mitocondrias
aisladas y deenergizadas (Scherer y col., 1990) y (u) la detección mediante cross-linking
de complejos conteniendo hsp70, 1SP42 y precursores parcialmente translocados
(Scherer y col., 1990)). La interacción entre hsp’70 y precursores mitocondriales requiere
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de la hidrólisis de ATP para su finalización, y precede a la posterior asociación de los
precursores con hsp60 (Manning-Krieg y col., 1991).
Proteínas de estrés de 70 kDa en el cloroplasto
.
Se han identificado recientemente proteínas de estrés de 70 kda en el estroma del
cloroplasto de distintos organismos (Amir-Shapira, 1990; Marshall, 1990). Esta proteína
resulta ser esencial para la integración del precursor del LHC (light harvesting complex)
en la membrana del tilacoide (Yalovsky y col., 1992).
Una ilustración esquemática de las funciones de las hsp70 en células eucariotas sc
muestra en la figura 1.1.
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Figura 1.1. Ilustración esquemática de las funciones de las proteínas de
estrés de 70 kDa en células eucariotas. En la figura se muestra el papel funcional
dc las proteínas de estrés de 70 kDa en los procesos de plegamiento y transiocación de
polipéptidos nacientes a través de membranas, reasociaciones moleculares, desensamblaje,
protección frente al estrés y recambio proteico. Según Gething y Sambrook (1992).
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1.2.3.2. Estructura de las hsp7Os.
La comparación de secuencias de distintos miembros de la familia de las hsp70
muestran claramente (i) el alto grado de conservación existente, tanto entre distintos
organismos como entre distintos compartimentos de una misma célula. (u) la existencia de
secuencias N- o C-terminales responsables del “targeting” o retención en distintos
compartimentos celulares y (iii) la existencia de una mayor homología en la porción N-
terminal (450 aminoácidos, 60% de la secuencia) que en el tercio C-terminal. El
tratamiento con proteasas de la hsc70 de células de mamíferos (o clathrin uncoating
ATPase) da lugar a un fragmento N-tcrminal de 44 kDa que conserva la actividad ATPasa
pero desacoplada de la unión al sustrato (Chappell y col., 1987) y un fragmento C-
terminal que parece estar implicado en la unión a los sustratos polipeptídicos.
Dicho fragmento N-terminal ha sido cristalizado y su estructura terciaria
determinada hasta una resolución de 2.2 A (Flaherty y col., 1990). Este dominio esta
formado por 2 lóbulos con una profunda hendidura central donde radica el sitio de unión
del nucleótido. Esta disposición es muy semejante a la que aparece en 2 proteínas con
actividad ATPasa, la hexoquinasa (Anderson y col., 1978) y la actina G (Kabasch y col.
1990).
La estructura terciaria de la porción C-terminal no ha sido determinada hasta el
momento. Sin embargo, se han propuesto 2 modelos hipotéticos basados en que (i) la
distribución de elementos de estructura secundaria es muy semejante a la que presentan
los dominios al y a2 del MMC de clase 1 humano (Rippmann y col., 1991), (u) dicha
región presenta cierto grado de homología de secuencia con la proteína de MMC de clase 1
de X.laevis (Flajnik y col., 1991) y (iii) la predicción de estructura secundaria y los
perfiles de hidrofobicidad son muy semejantes a los del MMC de clase 1 (Flajnik y col.,
1991; Sadis y col., 1990). Estas semejanzas permitieron a 2 grupos el proponer un
modelo de estructura terciaria para cl fragmento C-terminal de la hscl0 basado en la
estructura tridimensional del MMC de clase 1 humano (Bjorkmann y col., 1987). Según
este modelo, el sitio de unión al péptido se localiza en una hendidura en la que aparecen
tanto residuos hidrofóbicos como hidrofílicos. Si la estructura terciaria de ambas
proteínas es realmente semejante, entonces el polipéptido sustrato de hsp70 debería unirse
en una conformación extendida.
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1.2.3.3. Mecanismo de acción de las hsp7Os
Aunque no se dispone de un conocimiento detallado de los mecanismos
moleculares implicados en la interacción hsp7o-sustrato, los estudios realizados en los
últimos años han proporcionado numerosas evidencias sobre 2 aspectos esenciales para
entender la función de esta familia proteica: la interacción del sustrato polipeptidico y la
actividad ATPasa acoplada a la liberación de dicho sustrato.
1.- Interacción con el sustrato: Las hsp70s no parecen reconocer secuencias
consenso definidas en los sustratos polipeptídicos, sino que interaccionan con un amplio
espectro de secuencias diana, lo que las permite participar en una gran variedad de
procesos celulares. Los estudios de unión ¡ti vitro de BiP y hsc7o purificadas a
oligopéptidos sintéticos de longitud variable indican que la afinidad de la interacción
péptido-hsp70 podía oscilar hasta en 3 órdenes de magnitud entre los distintos péptidos
(Flynn y col., 1989). Un estudio sistemático posterior demostró que hsp70 se unía
preferentemente a oligopéptidos de 7 u 8 residuos, con preferencia por aquellos que
presentan residuos de cadena lateral alifática en todas las posiciones, mientras que los
residuos de prolina y con carga quedan excluidos (Flynn y col, 1991). Una excepción a
este modelo parece ser la interacción de la proteína prp’73 con los polipéptidos destinados
a su degradación lisosomal. En este caso, la interacción de prp73 parece depender de una
secuencia determinada en su sustrato polipeptídico.
El modelo propuesto por Pelham para explicar el mecanismo de acción de las
hsp70 se basa en que la afinidad de las regiones hidrofóbicas del polipéptido por hsp70 es
mayor que la de aquellas entre si, permitiendo de esta forma que en aquellas condiciones
fisiológicas (translocación a través de membranas, ensamblaje de monómeros) o
patológicas (mutaciones, N-glicosilación alterada. estrés térmico) en las que existe una
exposición transitoria al medio de regiones internas del polipéptido, la unión con hsp7o
ocurra de forma preferencial con respecto a la agregación irreversible.
Las evidencias disponibles sugieren que las hsp70 interaccionan simultáneamente
con distintas regiones de un mismo polipéptido, pero con acusadas diferencias en cuanto
a su afinidad, de forma que algunas de estas interacciones no son lo suficientemente
estables como para poder ser detectadas experimentalmente.
2.-Actividad ATPasa. Aunque la unión de las cadenas polipeptídicas desplegadas
a hsp’70 es independiente de ATP, su liberación requiere de la hidrólisis de ATP por
hsp70 (Flynn y col., 1989; Flynn y col., 1991; Leustck y col., 1989; Munro y Pelham,
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1986) y probablemente de la intervención de factores proteicos adicionales como DnaJ y
GrpE, que estimula la actividad ATPasa de DnaK (Liberek y col., 1991). La hidrólisis de
ATP, al menos en el caso de BiP, parece ser regulada por Ca2+ (Kassenbrock y Kelly,
1989). La unión de ATP a hsc7o favorece la conformación monomérica, mientras que la
unión con ADP promueve la dimerización de la proteína (Schmid y col., 1985; Carlino y
col., 1992). Dado que la afinidad de hsp70 por ADP es aproximadamente 6 veces mayor
que por ATP, y que el complejo hsp7O-ADP interacciona con mayor afinidad con
polipéptidos deplegados que hsp7O-ATP, se propuso que la liberación del sustrato
polipeptídico requiere de un intercambio de ADP por ATP en el sitio de unión de
nucleátido en hsp7O, acompañado simultánea o posteriormente de la hidrólisis de ATP
(Palleros y col, 1991). En efecto, los polipéptidos desplegados estimulan la actividad
ATPasa de hsc70 mediante un aumento en la velocidad de recambio de ADP por ATP
(Sadis y Hightower, 1992).
1.2.3.4. Cooperación funcional entre las proteínas de estrés de 60 y 70 kDa en el
plegamiento polipeptídico.
Estudios ¡ti viti-o con distintos chaperones moleculares purificados y polipéptidos
artificialmente desplegados han permitido caracterizar los mecanismos moleculares que
permiten a un polipéptido desplegado alcanzar una conformación funcional, mediante la
interacción secuencial con distintos chaperones (Langer y col., 1992a). En esencia, el
polipéptido desplegado es reconocido por DnaK, que coopera con DnaJ para mantener
dicho polipéptido en un estado conformacional carente de estructura terciaria. Esta
proteína es posteriormente transferida a GroEIJES por medio de la interacción con OrpE
y la hidrólisis de ATP. GroEL actúa catalíticamente en la generación de la conformación
nativa. Estos estudios iii vitro han llevado a proponer modelos hipotéticos para explicar el
plegamiento proteico in vivo en el citosol bacteriano (Fig. l.2A) yen la mitocondria (Fig.
1.2B). La existencia en la matriz mitocondilal de proteínas de estrés de 70 (Kang y col.,
1990) y 60 kDa (Cheng y col., 1989), así como la presencia en dicho orgánulo de un
homólogo de DnaJ (Blumberg y Silver, 1991) sugiere laexistencia de una ruta semejante.
De hecho, se ha comprobado que precursores proteicos mitocondriales interaccionan
secuencialmente en la matriz de este orgánulo con hsp7o y hsp60 (Manning-Krieg, 1991)
(Fig. l.2B).
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Figura 1.2 Modelo hipot¿tico de la función secuencial de hsp7O y hsp6O
en el plegamiento proteico ut vivo.
(A) Plegamiento en el citosol bacteriano. En este caso, la interacción secuencial del
polipéptido naciente con DnaK, GrpE/DnaJ y GroEL/ES y la hidrólisis a lo largo del
proceso de 2 moléculas de ATP son necesarias para el plegamiento del polipéptido recién
sintetizado. (B) Plegamiento en ¡a matriz mitocondrial. Los precursores protelcos
mitocondriales son mantenidos en una conformación desplegada competente para la
transtocación por medio de su interacción con las hsp7o citosólicas. Estos precursores
interaccionan con la hsp7o mitocondrial tan pronto como comienzan a atravesar la
membrana interna de este orgánulo. La libemción de hsp7O y la transferencia a hspé0
requiere de la hidrólisis de ATP, y muy probablemente, de la interacción con los homólogos
mitocondriales de DnaJ y GrpE. El plegamiento hasta una conformación funcional se
produce en la superficie de hspéO con la intervención de hspío y requiere de ATP.Según
Hartl y col. (1992).
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1.2.4. Proteínas de estrés dc 90 kDa.
Se han identificado proteínas de estrés de 87-92 kDa en todos los organismos
estudiados hasta la fecha, aunque no aparecen de forma tan abundante como las hsp70.
Se han identificado miembros de esta familia en E.coli (HtpG) (Bardwell y Craig, 1987),
en Drosophila (hsp83) (Blackmann y Meselson, 1986), en S.cerevisiae (hsc83, de
expresión constitutiva y hsp83, de muy baja expresión basal pero altamente inducible)
(Lindquist y Craig, 1988). En células de vertebrados, existe al menos un representante
citosólico (Welch, 1990) caracterizado por ser la proteína de estrés de mayor expresión
constitutiva y un homólogo en el retículo endoplásmico denominado grp94 o
endoplasmina (Pouyssegur y col., 1977; Lee y col., 1984; Mazzarella, 1987).
Las hsp9o citosólicas interaccionan in vivo con gran número de componentes
celulares, incluyendo pp60src (el producto del oncogén src) (Brugge y col., 1981); y
distintos polipéptidos resultantes de la expresión de oncogenes retrovirales (yes, fps, fgr,
fes), la mayor parte de los cuales parecen tener actividad tirosina quinasa (Brugge, 1986).
También se ha demostrado interacción de hsp9O con el factor eIF-2a de la traducción
(Rose y col., 1987) y con caseina kinasa II (Rose y col., 1987). Todas estas asociaciones
parecen ser necesarias para mantener el sustrato en un estado inactivo. De especial interés
resulta al asociación de hsp9O con el receptor de hormonas esteroideas (Catelli y col.,
1985; Sánchez y col., 1985). El receptor recién sintetizado se asocia a hsp90 en una
conformación parcialmente plegada (complejo SS/9S) incapaz de activar la transcripción
(Dalman y col., 1989). La unión de la hormona esteroidea promueve la disociación de
hsp90 pasando el receptor a su forma transcripcionalmente activa (complejo 4S).
Hsp9O es capaz de promover la renaturalización itt virro de fragmentos Fab y de
citrato sintasa de forma independiente de ATP (Wiech y col., 1992), aunque puede unir
ATP de forma catión dependiente y sufrir autofosforilación (Csrmely y Kohn, 1991).
1.2.5. Otros chaperones moleculares.
SecB y SRP.
SecB facilita la secreción de proteínas en E.coli a través de un doble mecanismo.
Por un lado, mantiene el precursor en una conformación desplegada competente para su
translocación (Kumamoto, 1991) y por otro lado, permite el “targeting” del precursor a la
membrana plasmática mediante su interacción específica y de alta afinidad con SecA, otro
componente de la maquinaria de tranglocación que acopla la hidrolisis de ATP a la
50
REVISION BIBLIOGR PICA
translocación del precursor a través de la membrana cooperando con el complejo SecY/E
(1-lartí y col., 1990a). SecB es un oligómero formado por 4 subunidades idénticas de 16
kDa (Watanabe y Blobel, 1989), por lo que presenta múltiples sitios de unión al sustrato.
Cuando todos los sitios de unión a sustrato se encuentran ocupados, el complejo sufre un
cambio conformacional que provoca la exposición al medio de una región altamente
hidrofóbica (Randall, 1992).
En células eucariotas existe una maquinaria anóloga responsable del “targeting” de
proteínas de la via secretora hacia el retículo endoplásmico. Los componentes moleculares
de este sistema incluyen la SRP (signal recognition particle), proteína que se une a la
presecuencia de los precursores de la ‘¿la exocítica de forma cotraduccional bloqueando
reversiblemente la elongación (Walter y Blobel, 1981) y su receptor en la membrana del
retículo, la “docking protein” (Connolly y Gilmore, 1989), que permite el reinicio de la
elongación y la translocación del precursor a través de la membrana del retículo. El resto
de componentes implicados en la translocación del precursor a través de la membrana del
retículo en eucariotes son aún vagamente conocidos (Rapoport, 1991). Se ha descrito la
existencia de un complejo ribonucleoproteico en E.coli semejante a la SRP (Ribes y col.,
1989). cuya función permanece desconocida.
Triggerfactor
“Trigger factor” es una proteína muy abundante en citosol de E.coli cuya función
parecer ser la de estabilizar precursores para su translocación a través de la membrana
(Crooke y Wickner, 1987; Lecker y col., 1989), de forma semejante a como funciona
GroEL (Guthrie y Wickner, 1990). Sin embargo, aunque se ha demostrado una
interación directa entre “trigger factor” y el precursor proOmpA in vivo, ésta resulta en
una inhibición de la secreción de dicho precursor (Guthrie y Wickner, 1990). Por tanto
parece ser que el único factor citosólico implicado en la exportación de precursores de
E.coli es SecB, a pesar de la mayor abundancia de “trigger factor” y GroEL. El
fundamento bioquímico de este hecho radica en que SecB puede dirigir el precursor hacia
la membrana gracias a su afinidad por SecA, mientras que los otros chaperones son
incapaces.
Presequence binding factors.
Su existencia fue sugerida inicialmente cuando se obervó que el transporte de
procursores aislados a mitocondria y a microsomas requería de la presencia de factores
citosólicos (Argan y col., 1983; Miura y col., 1983; Ohta y Schatz, 1984; Randalí y
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Shore, 1989). Dos de estas proteínas se han purificado a partir de lisados de reticulocitos
de conejo. Una de ellas aparece como un oligómero de 5.5S compuesto por unidades de
50 kDa que es capaz de unirse a la presecuencia del precursor mitocondrial de la OTC,
impidiendo su plegamiento prematuro y agregación y facilitando su transporte al interior
de la mitocondria (Murakami y Mori, 1990; Murakami y col., 1990). Esta proteína se
denomina PBF (presequence binding factor) y es necesaria para la importación de algunos
(aspartato amino tranferasa, ornitina transcarbamilasa, malato deshidrogenasa) pero no de
todos los precursores mitocondriales (tiolasa) (Murakami y col., 1992). Otra proteína
citosólica de 28 kDa también parece ejercer una función semejante ya que anticuerpos
contra ella bloquean la importación de algunos precursores mitocondriales (Ono y Tuboi,
1990).
Nucleoplasmina.
Fue inicialmente descrita por Laskey y col., (1978). La nucleoplasmina es una
proteína ácida, termoestable, altamente fosforilada y pentamérica (Earnshaw y col., 1980)
cuyas funciones parecen ser: (i) intervenir en el ensamblaje de los nucleosomas (Dilworth
y Dingwall, 1988) y (u) estabilizar el “pool” intracelular de histonas que aparecen en
determinadas etapas del desarrollo (Woodland y Adamson, 1977).
PapD
PapD es una proteína presente en el espacio periplásmico de las cepas patógenas
de E.coli capaces de producir nefritis. Estas cepas se caracterizan por presentar unos pili
especiales denominados P que permiten a la bacteria adherirse a residuos de digalactósido
presentes en la superficie de las células que recubren el tracto urinario (Norgren y col.,
1984). Los pili se forman a partir de ensamblajes macromoleculares (1000 subunidades)
de 4 proteínas estructurales (PapA, PapE, PapF y PapG) (Lindberg y col., 1987). Todas
estas proteínas son codificadas en un único operón que además, contiene información
para 2 proteínas adicionales, PapC que forma un canal en la membrana externa de la
bacteria y PapD que forma complejos con al menos 2 proteínas estructurales (PapG y
PapE) antes de su emsamblaje definitivo en el pilus y que parece ser necesaria para
asegurar el plegamiento y ensamblaje post-traduccional de los componentes del pilus
(Hultgren y col., 1989).
PapD es un chaperon atípico en el sentido de que no requiere ATP para su
función, es de menor tamaño que el resto de chaperones conocidos y desempeña
funciones muy concretas. La estructura terciaria contiene 2 dominios globulares formados
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cada uno de ellos por j3-láminas antiparalelas. Ambos dominios delimitan una región
hidrofóbica flanqueada por residuos ácidos y básicos (Holmgren y Brandon, 1989). Cada
dominio muestra una topología semejante a la fracción constante de la molécula de
inmunoglobulina G. Estudios de mutagénesis dirigida indican que la región interglobular
contiene probablemente el sitio de unión a las subunidades del pilus (Sloním y col.,
1992).
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1.3. IMPORTACIÓN DE PROTEÍNAS A LA MITOCONDRIA.
Aunque la principal función de la mitocondria es el aprovisionamiento energético
de la célula eucariota mediante la fosforilación oxidativa, también interviene en la síntesis
de metabolitos clave para el funcionamiento celular (amino ácidos, grupo hemo,
pirimidinas, etc), lo que hace a este orgánulo esencial para el funcionamiento de la célula
eucariota, incluso en condiciones anaerobias. Por este motivo, el conocimiento de los
mecanismos responsables de la biogénesis niitocondrial ha constituido un problema
esencial desde los comienzos de la biología celular y aún hoy en día representa un activo
campo de investigación a nivel mundial. Por esta razón, y porque dos de los objetivos
fundamentales del trabajo aquí presentado han sido, por un lado, la identificación de una
familia de proteínas mitocondriales posiblemente implicadas en la biogénesis de dichos
orgánulos y por otro, el estudio del procesamiento de ciertos precursores mitocondriales,
consideramos interesante el anajizar de forma somera los conocimientos actuales que se
disponen sobre el tema, centrándonos principalmente en la importación de proteínas a la
mítocondria. Revisiones sobre otros aspectos de la biogéneis mitocondrial (replicación,
transcripción y traducción del genoma mitocondrial, regulación de su actividad ,etc) han
sido editadas recientemente (Attardi y Schatz, 1988; Grivelí, 1989).
La mayoría de las proteínas mitocondriales (más del 95%) son codificadas por el
genoma nuclear y sintetizadas como precursores en polisomas citosólicos. Estos
precursores son específicamente dirigidos a la mitocondria y transiocados hasta su destino
submitocondrial final donde pasarán a fomar parte de complejos multiproteicos
funcionales. El proceso global que lleva a la síntesis del precursor hasta su incorporación
en la mitocondria pasa por las siguientes fases:
-Síntesis de precursores y estabilización de éstos en el citosol.
-Interacción con receptores de lamembrana externa mitocondrial.
-Inserción de los precursores en la membrana externa, seguida de transiocación a
través de la membrana interna.
-Interacción con hsp7O mitocondrial para finalizar la translocación total del
precursor de forma ATP-dependiente.
-Eliminación proteolítica de las presecuencias mediante metaloproteasas
localizadas en la matriz.
-Transferencia de las proteínas importadas desde hsp7ó hacia hsp6o donde se
produce el plegamiento de forma ATP-dependieníe.
-Ensamblaje de las proteínas importadas en los complejos multiproteicos
funcionales.
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Cada una de las etapas anteriormente enunciadas será analizadas con más detalle,
así como los componentes moleculares específicos implicados en cada una de ellas. Un
modelo hipotético de la ruta general de importación de precursores proteicos a la matriz de
la mitocondria se muestra en la figura 1.3.
Polipáptidos precursores
4,.,. 444,
Figura 1.3. Ilustración esquemática sobre la posible ruta general de
importación de precursores polipeptidicos a la matriz mitocondrial y los
componentes moleculares requeridos para dicho proceso. A la derecha se
indican las distintas etapas en las que se puede dividir conceptuahnente el proceso global de
importación. Se indican además las denominaciones alternativas propuestas por distintos
gmpos para proteínas de función aparentemente equivalente identificadas en £ cerevisiae y
N.crassa. Adaptada de Pfanner y Weinzierl (1992).
MOM ¡9
+ATP
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1.3.1 Precursores proteicos mitocondriales.
La mayoría de los precursores mitocondriales se sintetizan con una extensión N-
terminal cuya función es la de dirigir el precursor a la mitocondria mediante la interacción
con receptores de la membranaexterna mitocondrial y que posteriormente son eliminadas
en el interior de la mitocondria por proteasasespecíficas. Estas presecuencias son capaces
de dirigir proteínas citosólicas a la mitocondria (Hurt y col., 1984; Horwich, 1985; Emr y
col., 1986) e incluso mantienen su función después de perder parte de sus amino ácidos
(Hurt y col., 1986; Keng y col., 1986).
Las presecuencias de “targeting” a la matriz no presentan evidentes homologías
entre sí, a excepción de un predominio de residuos básicos e hidroxilados, y una ausencia
casi completa de residuos ácidos (Von Heijne. 1986; Von Heijne y col., 1989), y de la
presencia en algunos precursores de un residuo de Arg en la posición -2 con respecto al
inicio de la proteína madura. Esto parece indicar que el reconocimiento de los pre-
péptidos por los receptores mitocondriales parece depender de la presencia de estructuras
de orden superior más que de regiones con secuencias consenso en la estructura primaria.
Así, análisis teóricos asistidos por ordenador (Von Heijne y col., 1989) y estudios
biofísicos con péptidos sintéticos (Roise y col., 1986; Roise y col., 1988) indican que
muchas presecuencias mitocondriales tiende a adquirir estructura de a-hélice anfifílica. De
hecho, muchas secuencias artificiales y aleatorias no implicadas en el “targeting”
mitocondrial son capaces de promoverel transporte de precursores a la mitocondria (Hurt
y col., 1986; Allison y schatz, 1986; Hurt y Schatz, 1987; Baker y Schatz, 1987;
Vassarotti y col., 1987; Banroques y col., 1987; Bibus y col., 1988; Bedwell y col.,
1989; Lemire y col., 1989), aunque en general funcionan de forma poco eficiente.
1.3.2. Síntesis de precursores y estabilización de éstos en el citosol.
Los precursores mitocondriales se sintetizan en condiciones normales en
polisomas libres y son importadas de forma post-traduccional tanto itt vivo (Reid y
Schatz, 1982a y b) como in vitro (Maccechini y col., 1979), aunque el bloqueo de la
elongación de la síntesis proteica con cicloheximida permite la copurificación de
polisomas y mitocondrias (Suissa y Schatz, 1982).
Dado que los polipéptidos en estado nativo no pueden atravesar las membranas
mitocondriales (Eilers y Schatz, 1986; Chen y Douglas, 1987; Schleyer y Neupert,
1985), las células han desarrollado un conjunto de factores proteicos capaces de prevenir
el plegamiento prematuro de los precursores mitocondriales en el citosol. Estos factores
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incluyen varios miembros de la familia de las hsp7O (ver Sección 1.2.3.), que resultan
necesarios tanto itt vivo como itt vitro para la estabilización de precursores mitocondriales
de secreción (Chirico y col., 1988; Desahies y col., 1988; Murakami y col., 1988). En
otros sistemas, la disociación de los complejos formados entre hsp7O y su sustrato
polipeptídico requiere ATP (Rothman y Schmid, 1986), por lo que parece que el ATP
extraniitocondrial es necesario para garantizar el funcionamiento de hsp70 y mantener al
precursor en una conformación desplegada competente para su translocación. De hecho,
la desnaturalización previa del precursor con urea permite su importación en ausencia de
factores citosólicos (Chineo y col., 1988).
Además de las hsp70, la importación de precursores mitocondriales en levadura
requiere al menos de otra proteína citosólíca caracterizada por ser sensible a agentes
alquilantes de residuos sulfidillo (N-etil maleimida) (Murakami y col., 1988). Otros
factores citosólicos necesarios para la eficiente importación de precursores a la
mitocondria han sido purificados de reticulocitos de conejo y se han denominado
genéricamente PBF (“presequence binding factors”) (ver Sección 1.2.5.), ya que se unen
específicamente a las presecuencias de los precursores. Las PBF incluyen una proteína de
50 kDa, presente en la célula como una partícula de 5.5S (Murakami y Mori, 1990;
Murakami y col., 1990), y otra de 28 kDa (Ono y Tuboi. 1990).
No todos los precursores requieren de factores citosólicos para su importación itt
viti-o, así, la 3-oxoacil-CoA tiolasa no parece interaccionar con PBF (Murakami y col.,
1992), a diferencia de otros precursores que si lo hacen (Murakami y col., 1992). El
precursor artifical pCOXIV-DHFR (constituido por la presecuencia de la subunidad IV de
la citocromo oxidasa fusionada a la dihidrofolato reductasa de ratón) no requiere de
factores citosólicos para su importación itt vitro (Eilers y Schatz, 1986) y varios
precursores destinados al espacio intemembrana de la mitocondria [citocromo c
(Nicholson y col., 1988) y adenilato quinasa (Magdolen y col., 1987)] no requieren ATP
para su translocación. lo que parece sugerir una importación independiente de hsp70.
1.3.3 Reconocimiento de los precursores por receptores de la membrana
externa mitocondrial.
La importación a la mitocondria de la mayoría de los precursores es inhibida tras
el tratamiento de la mitocondria con proteasas (Riezman y col., 1983) o anticuerpos
contra proteínas de la membrana externa mitocondrial (Zwizinski y col., 1984; Ohba y
Schatz, 1987). lo que hizo suponer la existencia en la membrana externa mitocondrial de
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polipéptidos receptores de los precursores mitocondriales (Zwizinski y col., 1984; Pfaller
y col., 1988).
En mitocondrias de N.crassa, dos proteínas periféricas de la membrana externa
que presentan grandes dominios hidrofílicos expuestos al citosol han sido identificadas
como receptores para distintos precursores. Se trata de MOM19 (mitochondrial outer
membrane de 19 kDa) que parece ser el receptor de la mayoría de precursores que llevan
presecuencia amino terminal (Sólíner y col., 1989; Steger y col., 1990), y de M0M72
que funciona como receptor para el translocador de nucleótidos de adenina, proteína de la
membrana interna mitocondrial, que carece de presecuencia procesable (Sólíner y col.,
1990). Las especifidades de ambos receptores no son exclusivas ya que el translocador de
nucleótidos de adenina puede ser importado a través de MOMl9 con baja eficiencia y
precursores normalmente importados mediante MOM19 pueden también usar M0M72.
La importación de MOM 19 es independiente de receptores en la membrana externa
mitocondrial ya que interaccionacon un componente posterior de la ruta de importación
(M0M38) (Schneider y col., 1991). El receptor de M0M72 parece ser MOM19 (Sóllner
y col., 1990).
En S.cerevisiae, se ha identificado una proteína de 70 kDa (Mas7Op) que se
encuentra en la membrana externa mitocondrial y expone al citosol un dominio hidrofílico
de 60 kDa (Hase y col., 1984; Rase y col., 1983). Esta proteína es necesaria para la
importación itt viti-o de precursores con presecuencia (subunidad 13 del complejo Fi-
ATPasa) o sin ella (translocador de nucleótidos de adenina). Estudios itt vivo con
mutantes de deleción de esta proteína (Hines y col., 1990) indican que la importación de
todos los precursores analizados se encuentra alterada, sugiriendo así un papel receptor
mucho más amplio.
El uso de anticuerpos antiidiotipo contra un péptido correspondiente a una
presecuencia de un precursor mitocondrial ha permitido la identificación de una proteína
de 32 kDa en S.cerevisiae (Pain y col., 1990) que interacciona con precursores unidos a
la superficie mitocondrial. Además, anticuerpos obtenidos contra esta proteína inhiben la
importación itt viti-o de varios precursores. Sorprendentemente, la secuencia de esta
proteína es idéntica a la del translocador de fosfato, una proteína de la membrana interna
mitocondrial (Phelps y col., 1991). El significado de esta aparente bifuncionalidad no está
claro.
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1.3.4 Canales de translocación de proteínas.
La importación in viti-o de precursores en mitocondrias aisladas incubadas a baja
temperatura, o en ausencia de potencial de membrana, resulta en la acumulación de
intermedios de translocación en los que los precursores mitocondriales se encuentran
atravesando las 2 membranas quedando su extremo N-terminal en la matriz mitocondrial
(Rassow y col., 1989; Schelyer y Neupen, 1985; Vestweber y Schatz, 1988). Estos
precursores pueden ser solubiizados por tratamiento con urea o en medio básico (Pfanner
y col., 1987a; Sztul y col., 1988>, lo que sugiere que están asociados a un canal
hidrofílico y no directamente anclados en los fosfolípidos de la membrana. La
composición de este canal hidrofílico de la membrana externa mitocondrial (denominado
GIP por General Insertion Protein) en mitocondrias de N.crassa ha sido estudiado
mediante “cross-linking” de precursores parcialmente translocados y posterior
inmunoprecipitación. El primer componente identificado fue M0M38, que se encuentra
asociada a los receptores MOML9 y M0M72 en forma de complejo de alto peso molecular
(Kiebler y col., 1990). Otros componentes identificados posteriormente han sido MOM7,
MOM8, M0M22 y MOM3O (Sólíner y col., 1992). En mitocondrias de S.cerevisiae se
identificó inicialmente una proteína de 42 kDa con un 40% de identidad aminoacidica con
M0M38 y que es esencial para laviabilidad celular (Baker y col., 1990). Esta proteína se
denominó 15P42 (por impon site protein of 42 kDa) y parece constituir el homólogo
funcional de M0M38. El resto de componentes del “impon site” de S.cei-evisiae han sido
recientemente identificados y presentan un patrón de polipéptidos muy semejante al de
N.crassa (Moczko y col., 1992).
El diametro de estos canales proteicos no es conocido con exactitud, pero se sabe
que son capaces de permitir la translocación de complejos proteína-DNA (Vestweber y
Schatz, 1989), cuyo diámetro es de aproximadamente 20 A.
Hasta la fecha. sólamente se ha identificado una proteína de 45 kDa como posible
componente del canal de translocación de proteínas de la membrana interna mitocondrial
(Scherer y col., 1992).
1.3.5 Transporte y maduración de precursores en la matriz mitocondrial.
La mayor parte de los precursores cuya localización submitocondrial final es la
matriz de la mitocondria se sintetizan con una presecuencia N-terminal procesable que
permite la interacción con el receptor de la membrana externa. Estos precursores son
posteriormente insertados a través de canales de naturalez proteica y una vez en la matriz,
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interaccionan sucesivamante con hsp70 y hsp60 y son procesados para eliminar la
presecuencia (ver Figura 1.3). Las presecuencias amino-terminales de todos aquellos
precursores que la contienen son eliminadas en la matriz mitocondrial mediante una
metaloproteasa. Esta proteasa es un heterodímero soluble de 100 kDa que ha sido
purificada de levadura (Yang y col., 1988), N.ci-assa (Hawlitschek y col., 1988) e hígado
de rata (Kleiber y ccl., 1990; Ou y col., 1989). La proteasa de N.crassu está constituida
por 2 subunidades, MPP (matrix processing peptidase) y PEP (processing enhancing
protein), de las que MPP es la que posee la capacidad catalítica, mientras que PEP
incrementa considerablemente la actividad proteolítica de MPP (Hawlitschek y col.,
1988). Las secuencias de las 2 subunidades son muy semejantes tanto en S.cerevisiae
como en N.crassa (Pollock y col., 1988; Jensen y Yaffe, 1988; Witte y col., 1988). En
levaduras, la inactivación o delección de cualquiera de las 2 subunidades resulta
incompatible con la viabilidad celular (Baker y Schatz, 1991).
Algunos precursores sufren un doble procesamiento en la matriz cuyo objetivo
parece ser el conseguir el conecto extremo amino, más que promover el “sorting”
posterior a otro compartimento mitocondrial. Este tipo de doble procesamiento se ha
demostrado para la malato deshiodrogenasa (Kalousek y col., 1988) y la ornitina
transearbamilasa (Sztul y col., 1987). La primera reacción proteolíticaes catalizada por la
metalo proteasa de la matriz, dando lugar así a una forma intermedia cuyo octapéptido
amino-terminal presenta la secuencia consenso FXXSXXXX (Hendrick y col., 1989).
La formación de la proteína madura es catalizada por la denominada peptidasa intermedia
mitocondrial (MIP), que elimina el octapéptido amino-terminal (Isaya y col., 1991). MII’
es una proteína monomérica de 75 kDa cuya actividad es dependiente de cationes
divalentes (Kalousek y col., 1992). La secuencia de MIP de hígado de rata presenta
ciertas homologías con una subclase de metalo-endopeptidasas implicadas en la
degradación de péptidos bioactivos (Conlin y Miller, 1992), según se ha descrito
recientemente (Isaya y col., 1992). Todos los precursores en los que se ha propuesto un
doble procesamiento en la matriz mitocondrial presentan un residuo de arginina en la
posición -10 con respecto al inicio de la proteína madura (Hendrick y col., 1989).
A medida que el precursor atraviesa la membrana interna mitocondrial y aparece
en la matriz, se une al representante mitocondrial de la familia de las hsp7o, como
demuestra el hecho de que precursores auténticos, así como precursores artificiales
bloqueados en los canales de importación, pueden ser unidos covalentemente o co-
inmunoprecipitados junto con mt-hsp70 (Kang y col., 1990; Scherer y col., 1990). La
función de mt-hsp70 parece ser la de facilitar la translocación completa del precursor hacia
la matriz mitocondrial. De hecho, la inactivación de estaproteína provoca el bloqueo de la
60
REVISION BIBLIOGRÁFICA
importación itt viti-o, quedando el precursor atravesando las 2 membranas mitocondriales
(Kang y col., 1990). La unión de precursores a hsp70 es revertida por la hidrólisis de
ATP (Manning-Krieg y col., 1991), por lo que se piensa que el requerimiento
intramitocondrial de ATP para una importación eficiente de precursores es debido a la
actividad de mt-hsp70 (Hwang y Scahtz, 1989). Mt-hsp7o está codificada por el genoma
nuclear (Craig y col., 1989) y resulta esencial para la viabilidad celular (Craig y col.,
1987).
La mitocondria de todos los organismos estudiados contiene en su matriz un
miembro de la familia de las chaperoninas denominada hsp60 o cpn6o (McMullin y
Hallberg, 1987; McMullin y Hallberg, 1988) (ver Sección 1.2.2.). Esta proteína es
necesaria para el ensamblaje final de los complejos multienzimáticos de la matriz y de la
membrana interna mitocondrial (Cheng y col., 1989), así como para el plegamiento de
precursores mitocondriales (Ostermann y col., 1989). Los monómeros de 60 kda están
codificados por un gen nuclear cuya delección resulta incompatible con la vida (Cheng y
col., 1989).
Todas las etapas anteriormente enunciadas constituyen la via “por defecto’ para la
importación de precursores a la matriz mitocondrial. Sin embargo, la translocación de
precursores a otros compartimentos mitocondriales puede requerir de etapas adicionales
(p.ej. precursores del espacío intermenbrana) o bien puede detenerse en un paso
intermedio, compartiendo sólo parte de la maquinaria proteica con la ruta general de
importación (p.ej. precursores de membrana externa o algunos de membrana interna).
1.3.7 Transporte de precursores a distintos compartimentos
submitocondriales
1.3.7.1 Transporte de precursores a la membrana externa mitocondrial.
La biogénesis de las proteínas de la membrana externa mitocondrial es con
diferencia uno de los aspectos menos conocidos de la importación de proteínas a la
mitocondria. Algunos precursores de la membrana externa mitocondrial carecen de
presecuencia N-terminal y no requieren de potencial electroquímico en la membrana
interna para su ensamblaje (Freitag y col., 1982; Gasser y Schatz, 1983; Mihara, 1982).
Tal es el caso de la porina (Hamajima y col., 1988), M0M38/1SP42 (Baker y Schatz,
1990) y M0M72 de N.crassa (Kiebler y col., 1990). Parece probable que las proteínas de
membrana externa compartan con otros precursores mitocondilales las primeras etapas de
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la translocación, como demuestra el hecho de que una sustitución conservativa de un
residuo en una proteína de la membrana externa provoque un redireccionamiento de ésta a
la matriz (Hase y col., 1984), y por otro lado, de que la introducción de una región
hidrofóbica cerca del extremo amino de la presecuencia de una proteína de matriz origine
la retención de ésta en la membrana externa (Nguyen y col., 1988).
Otros precursores de la membrana externa mitocondrial (p.ej. el receptor Mas7Op
de S.cerevisiae) presentan típicas presecuencias N-terminales de “targeting” a la matriz
mitocondrial, pero son retenidos en la membrana externa por medio de una región
hidrofóbica que solapa parcialmente con la secuencia señal (Hase y col., 1984; Hurt y
col., 1985). Sin embargo, esta teoría no explica como otros precursores con una
presecuencia compuesta por una secuencia señal hidrofflica típica seguidapor una serie de
residuos hidrofóbicos se localizan en elespacio intermembrana. La sustitución en Mas7Op
de la primera porción de la presecuencia por la presecuenciade un precursor localizado en
la matriz, da lugar a una orientación invertida localizándose el extremo amino orientado
hacia el citosol (Li y Shore, 1992).
Un tercer tipo de mecanismo de “targeting” a la membranaexterna mitocondrial es
el empleado por la monoamino oxidasa B. Esta proteína contiene una señal de targeting
cerca de su extremo carboxilo (Mitoma e Ito, 1992) y su inserción en la membrana
externa itt vivo requiere ubiquitina (Zhuang y McCauley, 1989).
1.3.7.2 Transporte de precursores al espacio intermembrana.
Podemos encontrar al menos 3 tipos de mecanismos distintos y excluyentes para
el transporte de proteínas el espacio intermembrana de la mitocondria.
El primero es el empleado por el citocromo c (Nicholson y col., 1989), adenilato
quinasa (Magdolen y col., 1987) y citocromo c hemo liasa (Lilí y col., 1992),
caracterizado por ser independiente de la presencia de ATPen el exterior de la mitocondria
y de potencial electroquímico, y porque los precursores de citocromo c carecen de
presecuencias procesables. Sin embargo, mientras que el precursor del citocromo c no
requiere de ningún componente de la membrana externa mitocondrial, pues interacciona
directamente con la citocromo c hemo liasa que actúa como receptor de alta afinidad en el
espacio intermembrana (Stuart y Neupert, 1990), el precursor de la citocromo c hemo
liasa es importado al espacio intermembrana a través de su interacción con MOMl9 y
M0M38 (Lilí y col., 1992).
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El segundo mecanismo descrito es el empleado por el precursor del complejo Fe-S
del complejo ubiquinol:citocromo c reductasa. Esta proteína es translocada por completo a
la matriz y posteriormente integrada en el complejo bcl por un mecanismo desconocido
(Fu y col., 1990; Hartí y col., 1986).
El tercer mecanismo alternativo para el transporte al espacio intermembrana es
aquel empleado por los precursores que contienen una secuencia señal compuesta por una
presecuencia típica de “targeting” a la matriz seguida por una serie de residuos
hidrofóbicos. Podemos encontrar ejemplos de este tipo de precursores en la citocromo c
peroxidasa (Kaput y col., 1982), cítocromo cl (Sadíer y col., 1984), citocromo b2
(Guiard, 1985) y la isoenzima mitocondrial de la creatinaquinasa (llaas y Strauss, 1990).
Se han propuesto los 2 modelos siguientes para explicar el “targeting” de este tipo de
precursores:
1.- La región hidrofóbica actúa como una secuencia stop-transfer, de formaque el
precursor comienza a sertranslocado a través de la membrana interna mitocondrial hasta
que su extremo N-tcrminal alcanza la matriz donde la primera parte de la presecuencia es
eliminada. La región hidrofóbica de la presecuencia impide la posterior translocación del
resto del precursor permaneciendo éste en el espacio intermembrana donde se elimina la
segunda parte de la presecuencia por medio de la proteasas mitocondrial del espacio
intermembrana (Hurt y Van Loon, 1986; Nguyen y col., 1988, Van Loon y Schatz,
1987).
2.- El modelo denominado de “sorting” conservativo implica que el precursor es
translocado totalmente a la matriz mitocondrial donde pierde la primera porción de la
presecuencia e interacciona con hsp60. La interacción de la forma intermedia del
precursor con hsp6O impide el plegamiento prematuro de aquel en la matriz y facilita su
re-exportación posterior hacia el espacio intermembrana, por un mecanismo reminiscente
de la secreción proteica al espacio periplásmico en procariotes, empleando la región
hidrofóbica de la presecuencía como secuencia señal (Hartí y Neupert, 1990; Hartl,
1987).
Tanto el modelo de “stop-transfer” (Glick y col., 1992) como el de sorting
conservativo (Koll y col., 1992) se encuentran apoyados por numerosas evidencias
experimentales. La principal diferencia entre ambos mecanismos radica en que el modelo
de sorting conservativo supone que existe una interacción directa de la forma intermedia
del precursor con hsp60 en la matriz, y que es requerido ATP en dicho compartimento.
Sin embargo, ambos modelos permiten explicar el hecho de que la eliminación de la
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región hidrofóbica de la presecuencia determine la localización del precursor en la matriz
mitocondrial (Van Loon y col., 1987).
1.3.7.3 Transporte de precursores a lo membrana interna inirocondrial.
Se han identificado 2 mecanismos para explicar el “targeting” de los distintos
precursores a la membrana interna mitocondrial. Por un lado, el translocador de
nucícótidos de adenina es sintetizado sin presecuencia procesable, Se ha comprobado que
la información necesaria para su “targeting” radica en regiones internas de la proteína
(Pfanner y col., 1987b; Smagula y Douglas, 1988). Este precursor interacciona
inicialmente con M0M72/Mas7Op (Sólíner y col., 1990), pero no con hspóo, por lo que
se supone que es translocado directamente a la membrana interna de la mitocondria,
donde se anda mediante 3 pares de hélices anfifflicas (Klingerberg y col., 1989). Este
mecanismo parece sercompartido por otros precursores de la membrana interna que están
estructural y funcionalmente relacionados con el transiocador de nucleótidos de adenina,
como son, la proteína desacoplante del tejido adiposo marrón (Liu y col., 1990), el
transportador de oxocetoglutarato y el transportador de fosfato de levadura (Murakami et
al., 1990) y de mamíferos. Este último se sintetiza con una presecuencia N-terminal
(Runswick y col., 1987), pero que puede ser eliminada sin alterar de forma sustancial la
eficacia de su importación itt viti-o (Zara y col., 1992).
Otros precursores del espacio intermembrana siguen una suene de “sorting’
conservativo, puesto que son translocados totalmente a la matriz para insertarse
posteriormente en la membrana interna. Este mecanismo ha sido observado para el
precursor de la subunidad IV de la citocromo oxidasa (Maarse y col., 1984) en levadura y
para el precursor de la subunidad 9 del complejo FO de N.crassa (Mahlke y col., 1990).
Todas estas proteínas presentan regiones altamente hidrofóbicas cuya función puede ser la
de facilitar el paso a través de la bkapa lipídica o la de actuar como una secuencia “stop-
transfer”.
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1.4. ATPasas TRANSLOCADORAS DE IONES.
1.4.1. Aspectos generales.
En términos globales, el metabolismo energético celular resulta del balance entre la
síntesis de ATP y de todos aquellos procesos endergónicos cuyos requerimientos
energéticos son cubiertos por esta molécula (biosíntesis de macromoléculas, transporte de
iones en contra de gradientes osmóticos, generación de potenciales eléctricos y/o
químicos a través de membranas, emisión de luz en organismos bioluminiscentes, trabajo
mecánico, etc).
Sin embargo, el ATP no es proporcionado como tal por la naturaleza, sino que
debe ser sintetizado por la célula a partir de ADP y fosfato mediante un proceso
endergónico. La fuente inicial de energía de los seres vivos lo constituyen las reacciones
acopladas de oxidoreducción entre un donante reducido y un aceptor oxidado cuyo
potencial redox es lo suficientemente elevado como para que la transferencia de electrones
entre ambas moléculas proporcione la energía necesaria para la síntesis de una molécula
de ATP a partir de ADP y fosfato, proceso conocido como fosforilación oxidativa. Los
organismos autótrofos son capaces de obtener electrones de alto nivel energético a partir
de la energía lumínica (fotótrofos) o de compuestos inorgánicos (quimiolitótrofos),
mientras que los organismos heterótrofos necesitan de compuestos orgánicos de mayor
complejidad para este fin.
El mecanismo por el que se produce el acoplamiento entre la cadena
transportadora de electrones y la síntesis de ATP fue propuesto inicialmente por Mitchell
(1974) bajo el nombre de teoría quimiosmótica. La base de esta transducción energética
radica en que el flujo de electrones a través de una cadena de aceptores/donadores está
obligatoriamente acoplado a la translocación simultánea de protones a través de una
membrana biológica, dando lugar así a la aparición de un potencial electroquímico de una
magnitud similar al potencial redox entre 2 eslabones de la cadena transportadora de
electrones. El potencial electroquímico de membrana así generado es empleado
posteriormente para la síntesis de ATP por medio de complejos proteicos especializados
capaces de acoplar ambos procesos.
Dado el papel fundamental que los gradientes de protones desempeñan en la
transducción de energía, no resulta sorprendente que todas las células dispongan de una
superfamilia de enzimas especializadas en generar gradientes de protones mediante la
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hidrólisis de ATP porun lado, y de sintetizar ATP a expensas de la fuerza protonmotriz,
por otro. Estas enzimas, conocidas genéricamente como ATPasas translocadoras de
iones, aparecen en todos los organismos estudiados hasta la fecha, presentan un alto
grado de similitud estructura] y de secuencia, y probablemente aparecieron en la evolución
de forma muy temprana, características todas ellas indicativas del papel fundamental que
estas proteínas despeñan en la biología celular.
1.4.2. Clasificación de las ATPasas transiocadoras de iones.
Todas las AlPasas transportadoras de iones identificadas pueden ser agrupadas
en tres grandes categonas que se conocen como P-, ½y F-ATPasas.
La familia de las ATPasas tipo P incluye todas aquellas cuya función requiere de
la formación de intermedio fosforilado. Dentro de este grupo se incluyen la Na~/K~-
ATPasa (Shull y col., 1985), la Ca2~-ATPasa (James a al., 1988) y la H~-ATPasa
(Goffeau y Slayman, 1981) de la membrana plasmática de células eucariotas , la Ca2~-
ATPasa del retículo endoplásmico (MacLennan y col., 1989) y la K~-ATPasa de células
cucariotas (Perlin y col. 1985).
Las ATPasas tipo V comprenden todas aquellas que se encuentran asociadas a las
membranas de los orgánulos que constituyen el sistema de citomembrana de células
cucariotas (lisosoma, vacuolas de plantas y hongos, endosomas, vesículas recubiertas de
clatrmna y vesículas sinápticas) y en las membranas plasmáticas de arqueabacterias. Todas
las V-ATPasas originan una acidificación limitada en el interior del compartimento al que
están asociadas mediante el transporte de protones a su interior acoplado a la hidrólisis de]
ATP, a excepción de las presentes en arqueobacterias, que se encargan de la síntesis de
ATP (ver revisiones de Al Awqati, 1986; Pedersen y Carafoli, 1987a y b; Nelson, 1991,
1992a y b).
Las ATPasas tipo F se encuentran en la membrana plasmática de eubacterias, en la
membrana interna de las mitocondrias de céllulas eucariotas y en la membrana de los
tilacoides en cloroplastos. Se encargan de la síntesis de ATP a expensas de la fuerza
protónmotriz existente entre los dos compartimentos delimitados por la membrana en la
que se encuentran, aunque bajo ciertas circunstancias pueden funcionar como bombas de
protones dependientes de ATP (ver revisiones de Al Awqati, 1986; Pedersen y Carafoli,
1987a y b; Nelson, 1991, 1992a y b).
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En el panorama global del metabolismo energético celular, las F-ATPasas
funcionan obligatoriamente en la dirección de síntesis de ATP. proporcionando energía
que es transformada en trabajo porlas demás ATPasas, que funcionan exclusivamente en
la dirección de hidrólisis de ATP.
La tabla 1.2 muestra las características de cada una de las familias de ATPasas
anteriormente indicadas.
Tabla 1.2 Resume!x dc las caractcr(sticas bioqu<micas y estructurales dejos 3 ti~s dc ATPasas translocadoras de tones.
Sustralos LC,IaCOS
P-ATPasas V-ATPas~as F-ATPASaS
Na*¡K*ICa+/1~1*
1 iCa$Dtdfl
covalenle Si Ns, No
Localización Membrana plasmática.
Membrana RE.
Mucosa gástoca.
Membrana de las vesículas de] sistema
dc citomembrana dc células cucariotas,
Membrana plasmática arqucobacicrias
Membrana interna mirocondrial.
Membrana l,lacoidc&
Membrana plasmática cubactenas.
Luación Transiocación de iones Transiocación de protones S<ntcsís de ATP
Inhibidores
específicos
Vanadato
DCCL)
NEtA
DCCO
cl-
NO,
Oligomicina
DCCD
AzAda
Composición y
tstequiometrta
~í A3 72
B3 57
C 44
D 34
E 26
~3———50
y————31¿————20
15
Subunidad catalítica <~ A
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1.4.2.1. P-ATPasas.
La principal característica diferenciadora de esta subclase de ATPasas
translocadoras de iones es que son fosforiladas durante el ciclo de reacción mediante la
adición covalente del y-fosfato del ATP a un residuo de Asp altamente conservado en la
secuencia de todas las ATPasas (Nishigaki y col. 1974; Dane y col. 1981). La formación
del intermedio fosforilado conileva una modificación conformacional de la proteína, como
demuestra la alteración en el espectro de dicroismo circulary en la fluorescencia intrínseca
(Dupont, 1976) así como en la resistencia a proteasas (Benaim y col. 1986). Todas las P-
ATPasas son inhibidas por vanadato, un análogo estructural del fosfato capaz de sustituir
a éste en el centro activo de la enzima (Macara, 1980).
Desde el punto de vista estructural, las P-ATPasas están constituidas por una
única subunidad, denominada a, de 70-100 kDa que contiene el sitio de fosforilación y
los dominios implicados en la translocación de iones. La Na+/K+~ATPasa de la
membrana plasmática de células eucariotas contiene además una subunidad ji de 55 kDa
de función desconocida.
La comparación de las secuencias entre los distintos miembros de esta familia
(Shull y col., 1985; Kawakami y col., 1985; MacLennan y col. 1985; Serrano y col.
1986) indica la existencia de un alto grado de conservación en la estructura primaria de la
distintas ATPasas, por lo que probablemente derivan todas ellas de un único antepasado
común. Esta similitud de secuencia es máxima en torno al sitio de fosforilación, cuya
secuencia es ~ que se encuentra presente en la
Na+/K+~ATPasa, la H+~ATPasa de la membrana plasmática y las K+~ATPasas
bacterianas, por lo que es posible que todas las P-ATPasas compartan el mismo
mecanismo de acción. Según el modelo de estructura terciaria propuesto para la Ca2+~
ATPasa del retículo sarcoplásmico. basada en datos bioquímicos y en la secuencia de
aminoácidos, esta proteína presentaría 10 dominos transmembrana. Tanto los sitios de
fosforilación, como de unión a ATP y de unión a Ca2+ se localizarían en un dominio
globular situado en el lado citosólico de la proteína (MacLennan y col., 1985).
Se deconoce si el acoplamiento energético entre la formación de aminoacil-fosfato
y la translocación iónica se produce de forma directa, esto es, existe interacción directa
entre el ion y el grupo fosfato o de forma indirecta, en cuyo caso la formación del
intermedio fosforilado provocaría un cambio conformacional que a su vez induciría la
translocación del ion. Aparentemente, en ¡a Ca=+~ATPasa,el sitio de fosforilación parece
estar alejado del sitio de unión al ion (MacLennan y col. 1985). Las P-ATPasas contienen
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sitios dc unión al ion de alta y baja afinidad, localizados respectivamente en la superficie
citosólica y en segmentos de membrana orientados hacia el lado luminal (MacLennan y
col. 1985). Se ha propuesto que la fosforilación de la enzima provoca una translocación
de los iones desde sitios de alta a baja afinidad. Las P-ATPasas presentan dos regiones
transmembrana altamente conservadas (H3 y H4) que se encuentran entre el sitio de
fosforilación y los sitios putativos de unión a iones (MacLennan y col. 1985; Shull y col.
1985; Kawakami y col. 1985). Se ha sugerido la posibilidad de que estas regiones estén
implicadas en el acoplamiento energético (Shull y col. 1985).
1.4.2.2. V-ATPasas.
Se encuentran asociadas a la membrana de los orgánulos que constituyen el
sistema vacuolar de las células eucariotas y en la membrana plasmática de
arqueobacterias. Funcionan exclusivamente como bombas de protones ATP-
dependientes, provocando una acidificación limitada en el interior de lisosomas, vacuolas
de plantas y hongos, endosomas, vesículas recubiertas de clatrina y vesículas sinápticas
(Nelson, 1989, 1991).
Desde el punto de vista estructural, están formadas por dos sectores bien
diferenciados, el sector Ví, catalítico, hidrofflico y que contiene el sitio de unión de ATP
y el sector VO, altamente hidrofóbico, que se encuentra integrado en la bicapa lipídica y
funciona como canal de protones. Ambos sectores son funcionalmente interdependientes,
de forma que la región Ví solubilizada carece de actividad ATPasa (Moriyama y Nelson,
1989a) y el sector yO es incapaz de translocar protones tras la eliminación de Vi (Beltran
y Nelson, 1992). El sector Ví está compuesto por cinco subunidades denominadas
A,B,C,D y E, con una estequiometria del tipo A3B3CDE (Hg. 1.4) y con pesos
moleculares que oscilan entre 70 kDa (A) y 26 kDa (E) (Nelson, 1989, Moriyama y
Nelson, 1989c). La ATPasa de gránulos cromafines contiene subunidades de 140, 70,
57, 41,33 y 16 kDa y la ATPasa presenteen las vesículas recubiertas de clatrina contiene
subunidades de 116, 70, 58. 40 y 34 kDa, lo que sugiere la existencia de componentes
aún no caracterizados. Hasta la fecha, el único componente identificado en el sector ‘VO es
el denominado proteolipido o proteína de unión a DCCD, una proteína de 16 kDa
altamente hidrofóbica soluble en cloroformo/metanol y aparentemente responsable de la
unidireccionalidad funcional de las V-ATPasa (Moriyama y Nelson, 1988). En algunas
preparaciones de VO se ha identificado un polipéptido de 20 kDa muy hidrofóbico
(Moriyama y Nelson, 1989b).
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Figura 1.4. Modelo de la composición, estequlometría y dimensiones de las
ATPasas de tipo E y y.
(A) Distribución de subunidades en las F- y V-AlPasas. Como modelo de F-ATPasa se ha
elegido la de E.coli, cuya composición es bien conocida (a3[33y8Eab~c2qQ). El modelo de
V-ATPasa se ha elaborado en base a los polipéptidos identificados en preparaciones de
ATPasas vacuolares de distintos organismos. La subunidad a del sector de membrana en la
V-ATPasa es hipotética (según Nelson y ccl., 1991).
(B) Dimensiones de los sectores solubles de las A’l’Pasas de tipo F y y obtenidos mediante
estndios de microscopia electrónica. El tamallo medio y la desviación estandar vienen dados
en nm (según Dschida y Bowman (1992)).
Las V-ATPasas son inhibidas por DCCD, KNO3, KSCN y NEM, siendo este
último agente un inhibidor altamente específico de este tipo de ATPasas. A diferencia de
las P-ATPasas, no requieren la formación de un intermedio fosforilado, sino que ligan
ATP con gran afinidad.
Las procesos fisiológicos en los que se encuentra involucrada esta familia de
ATPasas son consecuencia directa de su capacidad para acidificar distintos
compartimentos intracelulares. Así, las V-ATPasas son esenciales en los siguientes
procesos biológicos:
1.- Funcionalidad selectiva de enzimas lisosomales. El pH ácido de los lisosomas
desnaturaliza las proteínas captadas mediante endocitosis, lo que facilita su degradación
por los enzimas lisosomales que. a su vez, presentan una actividad máxima a pH ácido.
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Esta característica proporciona protección a la célula en caso de ruptura lisosomal, ya que
el pH relativamente alcalino del citosol inactiva las proteasas. Además, muchos
zimógenos pancreáticos son inactivos a pH ácido, lo que impide su activación
intralisosomal. Se ha descrito que ciertos mutantes incapaces de acidificar el lumen
lisosomal presentan alteraciones en la capacidad de glicosilar proteínas (Robbins y col.
1984>, lo que sugiere que las glicosil- transferasas también requieren de PH ácido para su
función.
2.- Unión de ligandos, disociación y transporte. La captación de proteínas
mediante endocitosis mediada por receptor se encuentra regulada por el pH ya que la
unión ligando-receptor es sensible a pH ácido. De esta forma, el ligando interacciona con
su receptor en la membrana plasmática y no se disocia hasta que se ha producido la
intemalización y la consiguiente acidificación en e] endosoma, lo que permite la
distribución posterior del ligando a su compartimento de destino y el reciclaje del
receptor. Este mecanismo se ha demostrado para los receptores de LDL y transferrina
(Goldstein y col. 1985) y para el transporte transepitelial de IgG porel epitelio intestinal
neonatal (Rodewald y Kraehenbuhl, 1984). La endocitosis mediada por receptor es
empleada por distintos virus y toxinas para acceder al interior celular. Así, la toxina
diftérica (Sandvig y Olnes, 1980), la exotoxina de Pseudomonas y el virus de la gripe
entran en la célula por este mecanismo.
3.- Transporte de solutos. Las V-ATPasas resultan fundamentales para la
captación de aminas biogénícas y aminoácidos por parte de gránulos de secreción y
vesículas de almacenamiento. La H+~ATPasa resulta necesaria para la captación y
almacenamiento de catecolaminas en los gránulos cromafines (Beers y col. 1982), de
serotonina en los gránulos de almacenamiento plaquetario y de acetilcolina en las
vesículas sinápticas (Tolí y Howard, 1980).
Un aspecto aparentemente contradictorio referente a la función y secuencia de las
ATPasas de tipo V lo constituye por un lado la alta conservación en su composición y
secuencia de los polipéptidos que la integran, y por otro su diversidad funcional al
proporcionar a cada orgánulo su pH interno óptimo. Esta cualidad puede ser explicada
por varios mecanismos: (i) la presencia en la membrana de muchos orgánulos de canales
de cloruro que pueden contrarrestar parcialmente la modificación en el pH intraluminal a
expensas del potencial de membrana, (u) la diferente capacidad tamponadora del
contenido intraluminal en los distintos componentes del sistema vacuolar, y (iii) la
existencia de distintas isoformas para algunas de las subunidades de la V-ATPasas, lo que
permite modular la actividad.
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La disposición espacial de los sectores Vi y VO, según fue determinada
inicialmente por microscopia electrónica de gránulos cromafines bovinos (Kanaseki y
Katoda, 1969; Schmidt y Winkler, 1982) muestra una estructura globular anclada a la
membrana a través de un tallo (Fig. 1.4). Una disposición espacial muy semejante se ha
encontrado en las membranas vacuolares de N.crassa (Bowmann, 1989) y plantas
superiores (Dschida y Bowmann, 1992 y referencias incluidas). Esta estructura es muy
semejante a la de las ATPasas de tipo F. Estudios recientes de microscopia electrónica
sobre la ATPasa vacuolar de N. crassa han permitido estimar las dimensiones del
complejo (Dschida y Bowman, 1992). Así, el sector Vi es una esfera de 10 nm de
diámetro y cuyo tallo conector tiene 6.6 nm de alto por 3.1 mix de diámetro (Fig. 1.4).
Este mismo estudio (Dschida y Bowman, 1992) ha permitido identificar unas
proyecciones basales conectadas a través del tallo que no aparecen en las F-ATPasas.
1.4.2.3. F-ATPczsas.
Se localizan en la membrana interna mitocondrial, en la membrana de los
tilacoides y en la membrana plasmática de cubacterias. Estas ATPasas funcionan muy
próximas al equilibrio termodinániico, por lo que pueden catalizar la síntesis de ATP a
expensas del gradiente de protones o bien generar una fuerza protonmotriz de forma ATP-
dependiente (ver revisiones de Cross, 1981; Wang, 1983; Hatefi, 1985; Futai y col.
1989; Pedersen y Carafoli, 1987a y b; Amzel y Pedersen, 1983).
En general, en presencia de una adecuada fuerza protonmotriz y con cantidades
suficientes de ADP y fosfato, las F-ATPasas sintetizan ATP. Sin embargo, cuando la
respiración está limitada por falta de oxígeno o la fotosíntesis por falta de luz, las F-
ATPasas pueden consumir el Al? existente para generar un gradiente de protones. En
cloroplastos, existe un mecanismo que inhibe la hidrólisis de ATP en la oscuridad,
evitando así la desaparición del ATP generado durante la fase lumínica. Este mecanismo
requiere de la subunidad E del sector Fí y del sistema redox proporcionado por la
tiorredoxina (Jagendorf y col. 1991). La ATPasa tipo F mitocondrial también contiene un
inhibidor de la actividad ATPasa que puede bloquear la actividad de hidrólisis de ATE’ del
complejo, aunque su función no es tan evidente como la del cloroplasto (Futai y col.
1989; Senior, 1990; Penefsky y Cross, 1991).
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La estructura de la F-ATPasa consta de dos sectores:
- Fi. Puede ser aislado en forma soluble con actividad ATPasa y está compuesto
por cinco subunidades (a, ¡3, y, 8 y E) que aparecen con una estequiometría del tipo
a3¡33y8e. Sus pesos moleculares rondan los 50-60 kDa para las subunidades a y 13, 30-
36 kDa para la subunidad y y menos de 20 kDa para las subunidades 8 y E. Esta
distribucion aparece de forma constante en las F-ATPasas de mitocondrias, cloroplastos y
bacterias. Las únicas subunidades absolutamente conservadas entre las distintas especies
son las subunidades a, 13 y y. La subunidades 8 de E.coli y cloroplasto son equivalentes
entre sí y a su vez equivalen a la OSCP (oligomycin sensitivity conferring protein) del
complejo mitocondrial bovino. Por otro lado, la subunidad E de Lcoli y cloroplastos
equivale a la subunidad 8 del complejo mitocondrial, mientras que la subunidad e de este
último carece de equivalente en los complejos de E.coli y cloroplastos.
- FO. Es la parte del complejo encargada de la translocación de protones y, como
tal, se encuentra formando un canal a través de la bicapa lipídica. A diferencia del sector
VO de las V-ATPasas, la eliminación de Fi convierte a FO en un canal pasivo de
protones. La composición de este sector varía mucho entre las distintas especies. Así, en
E.coli está compuesto por tres subunidades (a, b y c), presentes en una estequiometrla de
ab2c6-lO (Friedí y col. 1981). En cloroplastos aparecen cutro subunidades (1, II, III y
IV) (Pick y Raker, 1979; Nelson, 1980; Suss, 1980). En mitocondrias de hígado de rata
el sector FO consta, al menos, de cinco subunidades (Pedersen y Carafoli, 1987a), y de
ocho en mitocondrias de corazón bovino (Stiggall y col. 1978). El único polipéptido
absolutamente conservado en todos los complejos FO estudiados hasta la fecha es el
proteolípido o proteína de unión a DCCD, representado por la subunidad c de E.coli, la
subunidad III de cloroplastos y la subunidad 9 del complejo de levaduras y corazón
bovino. Este proteolipído es una proteína integral de membrana de 8 kDa.
Estudios de microscopia electrónica han permitido visualizar una estmctura del
complejo F-ATPasa semejante a la descrita anteriormente para las V-ATPasas, consistente
en un dominio globular de 90 Á de diámetro anclado en la membrana a través de un tallo
conector de 30 A de diámetro y 40k de longitud (Fig. 1.4). La cristalización del sector
Fí ha permitido obtener información sobre la estructura cuaternaria de dicho fragmento
hasta una resolución de 3.6 A mediante el empleo de difracción de rayos X (Bianchet y
col. 1991). Este estudio permitió identificar una simetría de orden 3 en el sector Fí,
estando cada elemento constituido por por un dímero a13. La interacción entre las
subunidades a y ¡3 parece producirse a través de regiones equivalentes entre ambas
subunidades y podría resultar en la formación de un sitio catalítico (Williams y Coleman,
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1982) o implicar una interacción de un sitio regulador en la subunidad a con un sitio
catalítico en la subunidad [3(Verburgy Allison, 1990).
La actividad del complejo ATP-sintasa puede ser inhibida por DCCD,
oligomicina, venturicidina, cadmio y agentes mercuriales.
A pesar de las investigaciones exhaustivas que se han efectuado sobre las F-
ATPasas, el mecanismo de acción de estas enzimas no ha sido aún resuelto. El sector FI
parece contener al menos tres sitios de unión a ATP de baja afinidad (Cross y Kalin,
1982), localizados en las subunidades 13 (Khananshivili y Gromet-Elhanan, 1984) o en
las interfases a-13 (Williams y Coleman, 1982). También se ha descrito la existencia de
tres sitios de unión a nucleótidos de alta afinidad (Harris y col. 1977; Harris y col, 1973),
que pueden corresponder a sitios reguladores en las subunidades a y 13. Sin embargo, el
hecho de que análogos fotoactivables de nucleátidos marquen específicamente la
subunidad 13 (Garin y col., 1986) y de que algunas subunidades 13 aisladas catalicen la
hidrólisis de ATE’ sugiere que los sitios catalíticos se localizan en la subunidad 13. En el
sector Fi también se encuentran 3 sitios de unión a fosfato inorgánico y al menos un sitio
de unión para oxianiones.
La identificación de las regiones aminoacídicas y residuos de la subunidad 13 del
complejo Fl-ATPasa implicadas en la unión e hidrólisis de Al? se ha efectuado mediante
2 aproximaciones:
1.- Comparación entre las secuencia de subunidades 13 de distintos organismos y
las de otras proteínas que unen o hidrolizan ATP y cuya estructura terciaria es conocida.
2.- Marcaje covalente de la subunidad 13 con análogos fotoactivables de
nucleótidos de adenina e inhibidores específicos manDados isotópicamente.
Ambas estrategias han permitido identificar una serie de residuos y regiones de la
proteína implicados en la unión de nucleótidos de adenina y que se detallan en la figura
1.5.
La identificación de regiones homólogas en las secuencias de 13-F1-ATPasa y
adenilato quinasa y la existencia en dichas regiones de residuos covalentemente
modificables por análogos de ATE’ permitieron a Duncan y col., (1986) proponer un
modelo especulativo de la estructura terciaria del dominio de unión de nucleótidos de la
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1 50 100
Atpb_~ovin
Atpb_Human MLGFVGRVAAAPASGALRRLTPSASLPPAQLLLRAAPTAVR?VRDYAAQTSPSPKAGAMGRZVAVZGAVVDVQFOEGLPPILYALEVQGRZ TRLVLEVA
Atpbnat
101 150 200
Atpbaovin QI1LG~STVRTIAMDGTECLVRGQXVLDSGAPIRIPVGPETLGRIMNVIGEPIDERGPIKTKQFAAIBAEAPEFVE8SVEQEILVTGIKVVDLLAPYAXGG
Atpb Boina» QHLGESTVRTIAJ4DGTEGLVRGQKVLDSGAPIxIPVGPETLGRIMNVIGEPIDERGPIKTKQFAPIHAEAPEFMEMSVEQEILVTGIXVVDLLAPYAXGC
Atpbflat QELGESTRTIM4DGTEGL?GQXVLUSGAPIIIPVGPETLGRIMNVIGEPIDERGPIKTICQIAPIHAEAPE?IEMSVEQEILVTGIKVVDLLAPYAXGG
201 250 300
Atpb_Bovin _______
Atpb_Human _______ _______
AtpbRat _______
a b c d
301 350 400
Atpb_Bovin ~LflPNIFPFT0AGSEVSALLGRIP5AVGYQPTLAT0MGTMQERIT.ZnKGSITSV0AI YVPABDLTDPAPATTFAHLPATTVLSRAIAELGIYPAVUP
Atpb_Human ~IDNIYRFT0AGSEVSALLGRIPSAVCY0PTLATDHGTMQERIT~TXKGSITSV0AIYVPADDLTDPAPA?’tEAHLDATTVLSRAIAELGIXPAVDP
Atpbnat
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401 450 500
Atpb_Bovin LDSTSRIMDPNIVGSEEYOVARGVQKILQDYKSLQDI IAILGMDELSEEDKLTVSRARKIQRFLSOPYQVAEVFTGEtGKLVPLKETIRGFQQILAGflU
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Figura 1.5. Localización de las regiones y residuos que se encuentran
implicados en la interacción de nucleótidos de adenina en las subunidades
3 de las ATPasas de tipo F. Estos fueron identificados mediante (i) caracterización de
residuos homólogos en otras proteínas queunen ATP y (u) marcaje covalente con análogos
de nucleótidos fotoactivables. Las secuencias que se indican son las descritas por Runswick
y Walker, (1983), Obra y Kagawa (1986) y Garboczi y col., (1989)para las subunidades J3
del complejo FI-Alpasa de mitocondria de hígado de rata, bovina y humana
respectivamente, indicadasen ese orden por su codigo de acceso en SwissProt. Los residuos
implicados en la interacción con ATE’ se muestran subrayados y en negrita. (a) la región
consenso GXXXGKT (X = cualquier aminoácido) conocida genéricamente como P-loop
(Saraste y col., 1990) aparece en un gran número de proteínas que unen e hidrolizan ATP
(adenilato quinasa, miosina) y GTP (p2lras, factores de elongación); fue identificada en las
~-Fl-ATPasasmediante comparación de secuencias con otras proteínas que unen ATE’
(Walker y col., 1982; Saraste y col., 1990, Duncan y col., 1986). Además, el residuo de
lisina en posición 155 puede ser marcado covalentemente con Nbf-CI (Andrews y col.,
1984). (b) el residuo de aspértico en posición 181 es modificado covalentemente por DCCI)
(Yoshida y col., 1982). (c) el residuo de inetionina en posición 214 es esencial para la
actividad ATPasa, según se ha demostrado mediante estudios de mutagénesis en [3-Pl-
ATPasa de E.coli (Noumi y col., 1984). (d) la región de secuencia RX3G3H4 (X= cualquier
residuo, 1-1 = aminoácido hidrofóbico) aparece absolutamente conservada en varios enzimas
que utilizan ATE’ (a y 3-Fl-ATPasas, translocador de nucleótidos de adenina, adenilato
quinasa, fosfofructoquinasa) (Walker y col., 1982>. (e> la región en tomo al residuo de
treonina 291 se encuentra absolutamente conservado con respecto a las P-ATPasas (Pedersen
y Carafoli. 1987), a excepción del residuo de treonina 291, que en las P-ATPasas aparece
como aspártico. siendo éste precisamente el residuo que se fosforila durante el ciclo
catalítico. (O la lisina en posición 294 se marca con8-azido ATP (llollemans y col., 1983).
(g) la tirosina en posición 304 puede ser covalentemente modificada por Nbf-CI (Andrews y
col., 1984) y 8-azido ATE’ <Hollemans y col., 1983). (lo) La tirosina en posición 338 puede
sercovalentemente modificada por 2-azido ATP (Garin y col., 1986) y por FSBI (Bullough
y Auison, 1986). (i) La tirosina en posición 361 es marcada por ESBA (Bullough y
Allison, 1986).
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Figura 1.6. Modelos hipotéticos propuestos para la estructura terciaría del
dominio de unión de nucícótidos en 13-El-ATPasa.
A- Modelo basadoen la homología de secuenciade [3-Fl-ATPasay adenilato quinasa y en la
predicción de esinienira secundaria de la subunidad 13 (Duncan y col., 1986).La molécula de
ATE’ (fondo oscuro) esta colocada en una hipotética hendidura, de forma semejante a como
acune en laadenilato quinasa.
II- Modelo basado en la semejanza entre la estructura terciaria de laadenilato quinasa y la
predicción de estructura secundaria de la 13-F1-ATPasa y en los datos obtenidos de
experimentos de marcaje por afinidad de la subunidad ¡3 con inhibidores espécíticos y
análogos de sustrato. Según Vogel y Cross (1991)
subunidad ¡3 de E.coli, empleando como base estructural la estructura tridimensional
conocida de la adenilato quinasa. Dicho modelo se indica en la figura 1 .6A.
Independientemente, Vogel Y Cross (1991) han propuesto otro modelo parcial de
la estructura terciaria del sitio de unión de nucleátidos en la subunidad 13, basándose
principalmente en la similitud existente entre la estructura secundaria teórica de la porción
central de la subunidad 13 y la estructura tridñnensional conocida de la adenilato quinasa y
en los estudios de marcaje con análogos de nucleótidos e inhibidores. En este modelo
(Fig. 1.ÚB), se propone que los sitios catalíticos de adenilato quinasa y J3-F1-ATPas son
equivalentes, de forma que los sitios de unión de ATP y AMP en la quinasa son
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considerados equivalentes a los sitios catalítico (izquierda en la figura 1.68) y no
catalítico (derecha en figura l.6B) de unión de nucleótidos, respectivamente, en la
subunidad 13. En el esquema mostrado en la figura 1.68, la orientación de todos los
residuos hasta Tyr-31 1 se ha efectuado en base a la estructura tridimensional de adenilato
quinasa, mientras que el resto de residuos se han dispuesto de acuerdo con los datos de
marcaje por afinidad de la subunidad 13. Una explicación detallada del significado
funcional de cada residuo mostrado en este modelo (Fig. 1.68> ha sido proporcionada
por Penefsky y Cross (1991).
Las subunidades a también son capaces de unir ATP, lo que origina profundos
cambios conformacionales en la proteína (Dunn y col., 1980; Senda y col., 1983).
Se desconoce el mecanismo exacto por el que el flujo de protones a través del
complejo FOFí se acopla a la síntesis de ATP. Las evidencias disponibles sugieren que
las moléculas de ADP y fosfato se unen a los sitios catalíticos (de baja afinidad) en el
complejo Fí y, mediante el ataque nucleofílico del oxígeno 13 del ADP a la molécula de
fosfato, se produce la síntesis de una molécula de ATP (Cross, 1981). Este proceso
parece ocunir de forma espontánea, ya que se ha demostrado que la variación de energía
libre de Gibbs en el proceso de síntesis de ATP a partir de ADP y fosfato unidos al
complejo Pl es prácticamente nulo (Boyer, 1973). La disociación del ATP del complejo
Pl ocurre a consecuencia de un cambio conformacional en la proteína, originado por el
flujo de protones a través del FO. Uno de los mecanismos hipotéticos para explicar la
síntesis de ATP es el conocido como mecanismo ‘binding change” o modelo rotacional
(Boyer, 1979). Este modelo supone que en cada ciclo de reacción, una vez que se ha
producido la síntesis espontánea de ATP, el paso de protones a través del complejo
provoca una rotación de 1200 en la región a3133, con respecto a la porción y&, de forma
que la orientación relativa de la subunidad ¡3 con respecto a las subunidades minoritarias
del complejo determina un cambio en sus afinidades relativas por ATP y por ADP y
fosfato, provocando la liberación del ATP y la unión con nuevas moléculas de ADP y
fosfato (Boyer. 1989).
1.4.3. Evolución de las AlPasas transiocadoras de iones.
Al igual que ocurre con otras familias proteicas esenciales para la viabilidad
celular, las ATPasas presentan un alto grado de conservación evolutiva, probablemente
debido a la poca variabilidad estructural impuesta por el requerimiento de una
conformación plenamente funcional. El clonaje y secuenciación de cDNAs
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correspondientes a las subunidades de las 1’-, y- y F-ATPasas de diversos organismos ha
proporcionado valiosa información sobre las distintas etapas evolutivas de estas
proteínas, así como sobre la evolución de los tres grandes reinos de seres vivos
(eubacterias, arqueobacterias y eucariotas).
Es lógico suponer que la aparición de la primera célula o progenote separada del
medio externo por un sistema de membrana fuera acompañada de la aparición simultánea
de una proteína encargada de mantener constante la composición química intracelular a
expensas del consumo energético. Esto hace pensar que la aparición de las ATPasas
translocadoras de iones fue realmente un evento temprano en la evolución, e incluso se ha
sugerido que todas las proteínas que unen y/o hidrolizan ATP provienen de un ancestro
común (Pedersen y Carafoli, 1987b; Saraste y col. 1990).
Un examen superficial de las características estructurales y funcionales de las
ATPasas de tipo P, V y E indica claramente que las F- y V-ATPasas están más
relacionadas entre si que cualquiera de ellas con las P-ATPasas. La comparación de
secuencias de las P-ATPasas con distintas subunidades de las F-ATPasas no revela
homologías significativas, a excepción de un octapéptido central que contiene el residuo
de Asp fosforilable en las P-ATPasas y que se encuentra absolutamente conservado en las
subunidades ¡3 de las F-ATPasas a excepción del Asp fosforilable que está sustituido por
una treonina (Garboczi y col. 1988). Sin embargo, la sustitución del residuo de Thr por
Asp en la subunidad 13 de E.coli no confiere a ésta sensibilidad a vanadato, ni promueve
la formación de un intermedio fosforilado (Noumi y col. 1988).
El clonaje y secuenciación de los genes codificantes para las distintas subunidades
de las ATPasas de tipo F y V ha permitido observar la existencia de homologías
significativas entre las subunidades A y B de las V-ATPasas y las subunidades 13 y a de
las F-ATPasas, respectivamente, llegándose a sugerir que estas cuatro proteínas derivan
de un único gen ancestral. La posterior secuenciación de los genes codificantes para las
subunidades mayoritarias (a y ji) de la ATPasa de la arqueobacteria acidotennofiica
Sulfolobus acidocalcariuro mostró una alta homología de secuencia con las subunidades
A y B, respectivamente, de las ATPasas de tipo V (SUdhof y col., 1989; Gogarten y col.,
1989).
La comparación detallada de las distintas secuencias muestra una mayor
proximidad por un lado entre las subunidades A de las V-ATPasas y las 13 de las E-
ATPasas. La diferencia de tamaño entre las subunidades 13 de las ATPasas de tipo F y las
A de las ATPasas de tipo V (aproximadamente 20 kDa) radica en la presencia en estas
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últimas de una inserción N-termínal de 150 aminoácidos de función desconocida. La
introducción de esta inserción permite alinear ambas familias con un 62% de residuos
idénticos. Por el contrario, el alineamiento de secuencias correspondientes a las
subunidades a de las F-ATPasas y 8 de V-ATPasas permite encontrar un 25% de
residuos idénticos.
Esta relación de similitudes de secuencia ha permitido a Nelson (l992a y b)
proponer un modelo para explicar la evolución molecular de las ATPasas de tipo y y F
(Fig. 1.7A). Según este, la AlPasa ancestral tendría una estructura hexamética resultante
de la expresión de un único gen. Este gen sufrida una duplicación dando lugar a dos
genes que evolucionarían por separado, dando lugar por un lado a las subunidades
catalíticas (13-Fi y A-y), y por otro a las reguladoras a-Fi y B-V). La posterior
especialización de las subunidades catalíticas y reguladoras para dar lugar a las ATPasas
de tipo y y F se originó con la incorporación a los complejos de otras subunídades (C, D
y E en V-ATPasas y y, 8 y E en F-ATPasas) que presentan nula homología entre sí y con
otros componentes del complejo (Nelson y col. 1990).
El sector de membrana de las proton-ATPasas probablemente sufrió un proceso
evolutivo separado. Como marcador de dicho proceso se ha estudiado el proteolipido o
proteína de unión a DCCI). que aparece en el sector FO de las F-ATPasas y en el sector
VO de las V-ATPasas de arqueobacterias (Deuda y col. 1990) como un polipéptido de 8
kfla mientras que el sector VO de las V-ATPasas de cucariotas presenta una masa
molecular de 16 kDa (Mandel y col. 1988). El curso de acontecimientos que condujeron a
la distribución actual del proteolípido han sido propuestos por Nelson (1992a y b). Según
este autor, el gen del proteolípido ancestral era semejante al que actualmente codifica para
el proteolípido de las F-ATPasa.s. Este gen sufrió una duplicación y fusión para dar lugar
al gen que codifica para el proteolípido presente en las V-ATPasas de eucariotas. El
correspondiente gen de arqueobacterias aparentemente seseparó del gen ancestral antes de
la duplicación (Nelson, 1992) (Fig. 1.78). Se desconocen Las características de la
ATPasa ancestral, pero dada la mayor sensibilidad al 02 de las V-ATPasas, se piensa que
el sector catalítico de las V-ATPasas precedió al de las F-ATPasas, y que este evolucionó
a partir del primero mediante la pérdida de un fragmento N-terminal de 120 amino ácidos
y la sustitución de los residuos de cisteina por otros menos sensibles al oxígeno. La más
probable fuerza selectiva para esta evolución fue la transición de la atmosfera primitiva
desde un ambiente altamente reductor a un entorno oxidativo a consecuencia de la
aparición de los primeros organismos fotosintéticos generadores de 02.
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Figura 1.7. Modelo para explicar el origen evolutivo de los distintos
componentes de las H+~ATPasas, deducidos a partir de comparación de
secuencias entre las subunidades homólogas de los distintos tipos de
ATI’asas. (A) Evolución divergente de los genes codificantes para las subunidades
caalfticas y reguladoras de las y- y F-ATPasas mediante procesos de duplicación génica.
(B) Evolución del proteolípido de las V-ATPasas de eucariotes y arqueobacterias y de las E-
ATPasas. Según Nelson y col. (1992)
El examen detallado de las secuencias de las subunidades A y B de las ATPasas
de tipo y y de las subunidades a y 13 de las de tipo F muestra la conservación de residuos
importantes para la actividad biológica. Así, el motivo P-loop consenso de unión a
nucleotidos (GX4GKT) y la región EYFRD se encuentran absolutamente conservados
entre las subunidades ji de las F-ATPasas y las A de las V-ATPasas. El residuo de
tirosina en la posición 297 en la subunidad 13 de E.coli, implicado en la unión a NBD-CI
apareceen las subunidades A de las V-ATpasas como una serna, por lo que la inhibición
de la actividad ATPasa de las V-ATPasas por NBD-CI puede ser debida a una interacción
de los grupos sulfhidrilo de este agente químico con residuos de cisteina próximos al sido
de unión de ATP (Zimniak y col. 1988; Moriyama y Nelson, 1987).
A
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La comparación de las estructuras, funciones y mecanismo de acción de las
AlPasas de tipo F y y de bacterias y orgánulos de distintos organismos ha
proporcionado valiosa información sobre el posible origen evolutivo de la célula
eucariota. En concreto, el supuesto origen endosimbionte de mitocondrias y cloroplastos
y el origen del sistema de endomembrana de las células eucariotas han sido
reconsiderados en base a los resultados obtenidos a partir de este tipo de análisis
comparativo de secuencias.
1.4.3.1. Hipótesis endosimbionte.
El origen de mitocondrias y cloroplastos a partir del establecimiento de una
relación de endosimbiosis entre una forma primitiva de eubacteria y el protocucariote fue
propuesto inicialmente en base a las numerosas semejanzas existentes entre eubacterias,
cloroplastos y mitocondrias (secuencias de rRNA, maquinaria de transcripción y
traducción). Estas semejanzas se extienden también a la estructura y mecanismo de acción
de las F-ATPasas de eubacterias y orgánulos eucariotas. Así, la estructura de las F-
ATPasas es muy similar en todos los organismos estudiados y su función y mecanismo
de acción resulta tan conservada que permite el intercambio de subunidades entre los
complejos de distintos organismos sin pérdida de la funcionalidad (Richter y col. 1986;
Futai y col. 1980; Takeda y col. 1982; Hsu y col. 1984).
Se ha sugerido que los cloroplastos proceden evolutivamente de bacterias
similares a las actuales cianobacterias (Thorne, 1977; Gray y Doolittle, 1982; Wallace,
1982; Gray y col., 1984) y que las mitocondrias evolucionaron a partir de bacterias rojas
fotosint¿ticas semejantes a las bacterias rojas del tipo Rhodospirillum rubrum (Dickerson,
1980; Woese. 1980; Yang, 1985). Esta hipótesis, inicialmente propuesta en base a la
comparación de secuencias de los RNAs 165 de distintos organismos, se ha visto
reforzada al estudiar la organización de los genes que codifican para las distintas
subunidades del complejo F-ATPasa. Así, en cianobacterias, los componentes del
complejo FOFl-ATP sintasa están codificados en dos operones, el atpl que contiene los
genes que codifican para la proteína 1 y las subunidades a, c. b, b, % a y 8. y el atp2 que
contiene los genes de las subunidades 13 y E. El genoma de cloroplastos de células
superiores presenta una distribución semejante con la excepción de las subunidades b’
(equivalente a la subunidad II). y y 8, que están codificadas en el genoma nuclear. De esta
forma, aparecen dos unidades transcripcionales codificantes para las subunidades IV (a),
III (c), 1(b), ‘y y a por un lado, y 13 y E por otro. La identificación en organismos actuales
de pasos intermedios en la evolución podría ayudar a confirmar esta hipótesis. Así, por
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ejemplo, se ha demostradoque la subunidad 8 del complejo F-ATPasaestá codificada por
el genoma del cloroplasto en Odontella sinenesis (Pancic y col. 1991).
Los genes que codifican para las subunidades del complejo FOF1-ATP sintasa en
R.rubrum están organizados en dos operones, uno de ellos (atpl) que codifica para las
subunidades del sector FO (a, c, b’ y b) y otro (atp2) codificante para las subunidades del
sector Fi (8, a, ‘y, 13 y E). El genoma mitocondrial en mamíferos y levaduras contiene
unicamente algunos de los genes que codifican para componentes del sector FO. Así, en
levadura el genoma mitocondrial codifica para la subunidad 9 (proteolípido), subunidad 8
y subunidad 6, mientras que en mamíferos solo son codificados en el genoma
mitocondrial las subunidades 6 y 8. Esto puede explicarse suponiendo que el operon atp2
fue transferido al nucleo como una unidad. Sin embargo, el genoma mitocondrial de
plantas codifica para la subunidad a (Braun y Levings, 1985), lo que puede ser
simplemente un reflejo de un paso intermedio de la evolución o bien el resultado de que
este gen fuera reintroducido en el genoma mitocondrial, hipótesis plausible dada la alta
capacidad de recombinación del genoma mitocondrial en plantas (Attardi y Schatz, 1988).
El gen codificante para el proteolípido del sector FO se localiza en el nucleo de las
células de mamíferos (Mahlke y col. 1990) y de N.crassa (Viebrock y col. 1982). Sin
embargo, el genoma mitocondrial de N.crassa contiene un gen potencialmente capaz de
codificar para el proteolípido (subunidad 9), pero que no es transcripcionalmentc activo
(van den Boogart y col. 1982), lo que puede representar un paso evolutivo intermedio.
En conclusión, la hipótesis del origen endosinibionte de mitocondrias y
cloroplastos se ve apoyada por las semejanzas estructurales y funcionales existentes entre
las ATPasas de tipo F de orgánulos y de eubacterias actuales. En cualquier caso, existe un
acuerdo general sobre la secuencia de procesos que siguieron al establecimiento de la
relación de endosimbiosis. Estos fueron: (i) la pérdida de rutas metabólicas comunes y e]
consiguiente desarrollo de transportadores para los metabolitos esenciales aportados por
el hospedador, (u) transferencia de genes desde el genonia del orgánulo al nucleo y
desaparición de genes redundantes y (iii) desarrollo de un mecanismo específico para el
transporte de proteínas al interior del orgánulo.
1.4.3.2. Desarrollo del sistema de endomembrana en células eucariatas.
El citoplasma de las células eucariotas contiene una gran variedad de estructuras
delimitadas por membranas biológicas. Entre estas se incluyen los orgánulos con función
metabólica (mitocondrias, cloroplastos, microcuerpos) y cl denominado sistema de
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citomembrana o vacuolar, que comprende el retículo endoplásmico liso y rugoso, el
complejo de Golgi, gránulos de secreción, endosomas, lisosomas, vesículas de
almacenamiento y transporte, vacuolas y elementos de la membrana nuclear. Todas estas
estructuras se consideran incluidas en un único sistema en base a su capacidad para
establecer conexiones directas o indirectas entre sio con la membranaplasmática mediante
procesos de fusión/fisión. Este sistema de citomembrana constituye, junto con la
membrana plasmática, un orgánulo complejo, implicado principalmente en procesos de
intercambio entre la célula y su entorno.
El origen evolutivo del sistema de citoniembrana de las células eucariotas ha sido
muy debatido, dado que sus ancestros evolutivos, las células procariotas, carecen por
completo de este tipo dc estructuras. Se ha sugerido que este sistema tiene su origen en
una membrana plasmática ancestral de tipo procariote. que a través de sucesivos procesos
de expansión. invaginación, vesiculación y diferenciación, dieron lugar a un sistema de
citomembrana como el que conocemos hoy en día (Lee y Hong., 1987; Cavalier-Smith.
1987; Zillig. 1987; Jones y col., 1987). Una fuerte evidencia a favor de esta hipótesis lo
constituye el hecho de que algunas de las funciones desempeñadas por los distintos
integrantes del sistema de citomembrana, son realizadas por los organismos procariotes
en la proximidad de la membrana plasmática. Ejemplos de este tipo de funciones son el
transporte molecular e iónico, la translocación de proteínas y glicósidos, el ensamblaje de
lípidos, el anclaje del cromosoma durante la replicación del DNA (ver de Duve, 1990 para
una discusión exhaustiva sobre el tema).
La existencia de ciertas homologías entre las arqueobacterias y las células
eucariotas (ambos tipos de células emplean opsinas como pigmentos fotoactivables, usan
dolicolfosfato como transportador de restos glicosio, contienen genes interrumpidos por
intrones, presentan características comunes en su maquinaria traduccional, y las
arqueobacterias tienen proteínas semejantes a la actina y a las histonas) ha permitido
sugerir que las células eucariotas están más cercanas evolutivamente a las arqueobacterias
que a las eubacterias (Fox y col. 1980; Kaine y col. 1983; Daniels y col. 1985). La
presencia exclusiva de ATPasas de tipo y tanto en el sistema de citomembrana de
eucanotas como en la membrana plasmática de las arqueobacterias, refuerza la hipótesis
de que la célula eucariota procede evolutivamente de las arqucobacterias, a la vez que
proporciona una evidencia adicional a favor del hipotético origen del sistema de
citomembrana de las células eucariotas a través de la diferenciación e internalización de la
membrana plasmática de sus ancestros evolutivos.
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La cuestión que se plantea inmediatamente es por que las arquebacterias han
mantenido las y-ATPasas como enzimas encargada de la síntesis de ATP, mientras que
en las células cucariotas, la V-ATPAsas funcionan exclusivamente n sentido contrano.
Los estudios con Sulfolobus acidocalcarium han permitido proponer una solución parcial;
las V-ATPasas son las únicas ATPasas compatibles con la vida en condiciones tan
extremas. S. acidocalcarium habita en ambientes con pH próximos a 2 y debe bombear
protones contra gradientes de 4 unidades de pH. por lo que una ATPasa con una
estequiometria de tres protones por cadamolécula de Al? sólo podría funcionar a un pH
extracelular igual o inferior a 3 trabajando próximo al equilibrio termodinámico. Por el
contrario, las V-ATPasas, cuya estequiometría protón/ATP es de 2, pueden generar un
gradiente de 4 unidades de pH y por tanto vivir a pH 2.
La presencia de y-ATPasas en el sistema vacuolar de células eucariotas se ha
interpretado no sólo como la consecuencia lógica de la proximidad evolutiva entre
arqucobacterias y eucariotas, sino como un mecanismo de seguridad para impedir la
acidificación excesiva de los compartimentos intracelulares. La principal característica
diferenciadora de las y-ATPasas de arqucobacterias y eucariotas es la presencia en estas
últimas de un proteolípido de 16 kDa, resultante de la duplicación del gen que codifica
para el proteolípido de 8 kDa presente en aquellas (Fig. l.7B). La permeabilidad del
sector yO se ha correlacionado con la presencia del proteolípido, de forma que el
proteolípido de 16 kDa presenta una permeabilidad pasiva a protones superior a la del
proteolípido de 8 kDa, originando así una y-ATPasa menos eficaz, que sólo puede
funcionar unidirecccionalmente en la hidrólisis de ATP para generar un gradiente de
protones. Además la existencia de isoformas para las distintas subunidades de las y~
ATPasas confiere a estas una diversificación funcional que las permite desempeñar
papeles específicos y especializados en los distintos orgánulos donde se encuentra.
Se puede considerar por tanto, que las proton-ATPasas están desempeñando y,
muy probablemente, van a desempeñar en el futuro un importante papel a la hora de
establecer las relaciones evolutivas entre las distintas familias de organismos. Elclonaje y
secuenciación de genes codificantes para las subunidades de las proton-AlPasas de otros
organismos contribuirá sin duda a descifrar los complejos mecanismos responsables de la
diversificación celular y de la generación del amplio espectro de organismos existentes en
la actualidad.
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INTRODUCCION
El trabajo presentado en esta Memoria se engobla dentro de las aproximaciones
experimernales de 1» Línea de Investigación del Centro de Biología Molecular que tiene
como objetivo general el estudio de los mecanismos moleculares y señales biológicas
responsables de la biogénesis mitocondrial en mamíferos.
El estudio de la biogénesis mitocondrial en mamíferos tiene una gran relevancia
desde el punto de vista básico y clínico, puesto que permite la caracterización de un
proceso de vital importancia para comprender el funcionamiento de la célula eucariota y
su patología, a la vez que puede contribuir a desentrañar las pautas y los niveles de
coordinación en la expresión de los dos genomas que caracterizan a estos tipos celulares.
Por otro lado, aunque el estudio de eucariotas superiores de momento no permite realizar
una aproximación experimental de genética molecular y clásica, como ocurre en el caso de
los eucariotas inferiores (S.cerevisiae), factor decisivo a la hora de explicar el
desconocimiento que actualmente se tiene sobre este proceso en mamíferos, resulta obvia
la necesidad del desarrollo de sistemas experimentales en estos tipos celulares que
permitan la caracterización de los mecanismos moleculares implicados en la biogénesis
mitocondrial. Evidentemente, las diferencias existentes a este nivel entre eucariotas
superiores e inferiores (grado de compactación y contenido génico del genoma
mitocondrial, presencia en eucariotas superiores de señales neurohormonales que
controlen el proceso, existencia de isoformas proteicas, etc.) no permiten extrapolar
nuestro conocimiento actual en el campo de la levadura para el caso de los mamíferos. En
este sentido, el estudio de la actividad mitocondrial durante el desarrollo del hígado de
rata ha demostrado ser un modelo experimental idóneo, en muchos aspectos, para la
caracterización de los mecanismos que controlan el proceso de biogénesis mitocondrial en
mamíferos.
En concreto, el estudio de la biogénesis mitocondrial en mamíferos debe
contemplar una sucesión de procesos altamente coordinados que incluyen la transcripción
de los genes nucleares y mitocondriales, la traducción de los mensajeros correspondientes
en cada uno de los compartimentos celulares mencionados, la estabilización de los
precursores proteicos en el citosol, su importación al interior de la mitocondria y su
maduración, plegamiento y, en el caso de proteínas oligoméricas, su ensamblaje con otras
proteínas, momento en el que confluye la expresión de los dos genomas que contribuyen
a la biogénesis mitocondrial. Una representación esquemática de los distintos procesos
anteriormente citados se incluye en la figura 2.1.
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FIGURA 2.1. Representación esquemaitica de los procesos moleculares implicados
en la biogénesis mitocondnial. La transcripción del DNA nuclear (1) genera el transcrito
primario o RNA hewrogéneo nuclear, cuyo procesamiento (“splicing”) (2) da lugar al mensajero
maduro, que se exporta al citosol donde puede alinacenarse en fonna trasduccionalemente inacliva
(4) o bien incorporarse a la maquinaria traduccional (3) para dar lugar a] precursor proteico.
Posteriormente, este es importado a la mitocondria (5) donde sufre el procesamiento proteélitico y
eliminación de la presecuencia (6). Por otro lado, el genoma mitocondrial se transcribe (7) y
traduce (8) para generar los distintos polipéptidos que pasan a formar parte, junto con las proteínas
codificadas en el genoma nuclear, de los complejos proteicosmitocondriales (8), proceso este en el
que intervienendistintos chaperones moleculares yque requiere de la hidrólisis de ATP.
La biogénesis mitocondrial en el hígado de rata durante el desarrollo postnatal
resulta de dos procesos claramente diferenciados en cuanto a su ocurrencia temporal,
aunque no necesariamente distintos en cuanto a los mecanismos que lo controlan. Por un
lado, hay que considerar la proliferación mitocondrial, o aumento en el número de
orgánulos por célula, un proceso continuo que abarca todo el periodo del desarrollo
(Aprille, 1986; Cuezva y col., 1990) y, por otro lado, la diferenciación mitocondrial,
consistente en la adquisición de las características ultraestructurales, funcionales y
moleculares que garantizan la plena funcionalidad del orgánulo (Valcarce y col., 1988;
Cuezva y col., 1990; 1993). Este proceso, a diferencia del anterior, sucede en el hígado
de rata exclusivamente durante la primera hora de vida postnatal. Precisamente por la
celeridad con que tiene lugar el proceso de diferenciación mitocondrial, es por lo que
consituye un buen sistema experimental para analizar los mecanismos, factores y señales
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biológicas que controlan la biogénesis mitocondrial en mamíferos. El proceso de
diferenciación mitocondrial no es exclusivo del hígado en ese momento del desarrollo.
puesto que también se produce en el tejido adiposo marrón (Luis y Cuezva, 1989). La
diferenciación mitocondrial en hígado de rata se produce por la acción sinérgica de dos
procesos: (i) un rápido aumento postnatal en las velocidades de síntesis de polipéptidos
mitocondriales implicados tanto en funciones bioenergéticas (Valcarce y col.. 1988;
Izquierdo y col., 1990) como metabólicas (Serrano y col., 1989; Cuezva y col., 1993)
del orgánulo y (u) el aumento postnatal en las concentraciones intramitocondriales de
nucleótidos de adenina (Valcarce y col., 1988; Aprille y Asimakis, 1980>. Este último
proceso, independiente de la síntesis proteica (Cuervay col., 1990), es el responsable de
los cambios ultraestructurales que acontecen en el orgánulo durante la primera hora de
vida y contribuye al aumento en la eficacia del acoplamiento energético entre respiración y
fosforilación oxidativa, por disminuir la permeabilidad pasiva a protones de la membrana
interna mitocondrial (Valcarce y col., 1990) a consecuencia de los cambios
conformacionales que éstos producen en el transiocador de nucleótidos de adenina
(Valcarce y col., 1992).
Los trabajos realizados en nuestro laboratorio en los últimos años se han centrado
muy especialmente en el estudio de la biogénesis mitocondrial en cuanto a los
mecanismos de regulación de la transcripción y traducción de los genes nucleares
implicados en la biogénesis mitocondrial (etapas 1, 2 y 3 en esquema 2.1), y sólo más
recientemente se han abordado aspectos relacionados con la expresión del genoma
mitocondrial (Ostronoff y col., en prensa). Los primeros estudios realizados en este
campo pusieron de manifiesto como durante la primera hora de vida se produce en las
mitocondrias de hígado de rata un aumento generalizado en la actividad específica de
todos los complejos de la cadena de electrones y de la fosforilación oxidativa (Valcarce y
col., 1988), como resultado de un aumento generalizado en las velocidades de síntesis de
proteínas mitocondriales (Valearce y col., 1988). Cuando se estudió la expresión de I~-
Fl-ATPasa, proteína elegida como marcadora del proceso de diferenciación mitocondrial,
se observó como la cantidad de esta proteína se duplica durante la primera hora de vida
postnatal (Valcarce y col., 1988; Izquierdo y col., 1990), mientras que los niveles
estacionarios del mRNA para esta proteína no sufrían cambios en ese mismo periodo del
desarrollo (Izquierdo y col., 1990), lo que implica que la diferenciación postnatal de la
mitocondria se encuentra regulada a nivel traduccional en el hígado de rata.
Posteriormente, se han podido identificar algunos de los niveles de regulación
traduccional de la biogénesis mitocondrial del hígado de rata (Luis y col., 1993). Esta
regulación parece tener un componente general de activación de la maquinaria
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traduccional mediada pormodificaciones covalentes de los factores proteicos implicados
en dicha etapa (Luis y col., 1993) y que serían los responsables del aumento generalizado
en la síntesis de proteínas hepáticas al que antes aludíamos (Valcarce y coL, 1988), así
como un componente específico de activación para la traducción de proteínas
mítocondriales codificadas en el genoma nuclear, que incluye, al menos para f3-Fl-
ATPasa (i) la regulación transcripcional y/o post-transcripcional de la disponibilidad del
mensajero, al menos mediante su almacenamiento en partículas de alta densidad
aparentemente inactivas para la traducción (etapa 4 en esquema 2.1) (Luis y col., 1993) y
(u) la existencia de alguna característica, ya sea intrínseca al mismo o característica de la
población de RNAs poliadenilados existentes en este momento del desarrollo, que los
hacen más eficientes para su traducción en el citosol, tanto in vivo (Valcarce y col., 1988)
como en un sistema in vitro (etapa 3 en esquema 2.1) (Luis y col., 1993).
La bondad del sistema experimental empleado para el estudio de la biogénesis
mitocondrial queda puesta de manifiesto al habemos permitido identificar algunas de las
señales biológicas implicadas en dicho proceso. En concreto, mediante el desarrollo de un
modelo de hipotiroidismo congénito en nuestro sistema experimental, hemos demostrado
la implicaci6n de las hormonas tiroideas en la regulación de la biogénesis mitocondrial en
este momento del desarrollo (Izquierdo y col., 1990). En este sentido, cuando se analiza
la expresi6n del gen correspondiente a la proteína marcadora (3-F1-ATPasa, se observa
que tanto la cantidad de proteína como la del mensajero correspondiente se encuentran
significativamente disminuidos en neonatos hipotiroideos (Izquierdo y col., 1990), lo que
sugería un efecto de las homonas tiroideas sobre la transcripción basal del gen de IB-Fi-
ATPasa (etapas 1 y 2 en la fig. 2.1). En efecto, la determinación en ensayos “run-on” de
las velocidades de transcripción del gen de [3-FJ-ATPasaen núcleos aislados de animales
hipotiroideos demuestra que esta se encuentra muy disminuida con respecto a los
animales controles, y que la administración de hormonas tiroideas en el momento del
nacimiento permite recuperar los niveles basales de transcripción (Izquierdo y Cuezva,
enviado), demostrando así de forma concluyente la participación de estas hormonas en la
transcripción basal, ya sea directa o indirecta, de los genes nucleares que codifican para
proteínas mitocondriales. Por otro lado, el estudio de la expresión del genoma
mitocondrial (etapas 6 y 7 en fig. 2.1) en este mismo sistema experimental revela que los
niveles estacionarios de mRNAs mitocondriales no sufren cambios durante esta etapa del
desarrollo, lo que sugiere un mecanismo de regulación traduccional para la expresión de
este genoma (Ostronoff y col., 1993; Ostronoff y col. en preparación). De hecho, la
cuantificación de las velocidades de síntesis proteica en orgánulos aislados demuestra
como éstas sufren un aumento de 2 a 3 veces en esta etapa del desarrollo. Todos estos
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resultados demuestran la existencia de niveles de regulación semejantes para la expresión
de los dos genomas involucrados en la biogénesis mitocondrial de la célula eucariota
superior, lo que parece indicar que el control de la coordinación de la expresión de ambos
sistemas génicos quizá dependa de señales únicas que afecten a mecanismos moleculares
análogos.
Resulta evidente a la vista de la actividad investigadora realizada en nuestro
laboratorio en los últimos años que en el estudio del proceso de biogénesis mitocondrial
de mamíferos quedaban por abordar aquellos aspectos que ocurren de forma post-
traduecional en la biogénesis, y que en el caso de eucariotas inferores, se han
desarrollado de forma vertiginosa en los últimos años. Nos referimos concretamente a los
procesos de importación, procesamiento y ensamblaje de los componentes proteicos que
definen la función mitocondrial. Es precisamente en este contexto y como primera
aproximación de este grupo donde se encuadran los resultados que se presentan en esta
Tesis Doctoral.
Una de las etapas clave en el proceso de biogénesis mitocondrial lo constituye el
plegamiento y ensamblaje de los polipéptidos mitocondriales recién importados (etapa 9
en fig. 3.1). Este proceso, que parece ocurrir de forma espontánea in vitro, se encuentra
enormemente facilitado in vivo por la existencia de un conjunto de polipéptidos
denominados chaperones moleculares y que, en el interior de la mitocondria, se
encuentran representados poruna subfamiia de proteínas característica de este orgánulo,
de cloroplastos y de células procariotas, conocidas genéricamente como chaperoninas
(ver Revisión Bibliográfica). En este sentido, una serie de resultados que se detallan a
continuación hizo enfocar parte de los objetivos de esta Tesis al análisis estructural y
funcional de una proteína mitocondrial, la subunidad a del complejo F1-ATPasa, de la
que en la actualidad se sabe que desempeña un papel de chaperonina en este orgánulo.
Inicialmente, nuestro grupo identificó, en base a inmunoreactividad y migración
electroforética, la presencia de la subunidad a en la matriz de los peroxisomas de hígado
de rata (Cuezva y col., 1990). Esta sorprendente localización para esta proteína, que
además contenía una secuencia de “targeting” peroxisomal, nos hizo sospechar de la
existencia de una actividad funcional adicional a su ya conocida implicación en la
fosforilación oxidativa. La existencia de proteínas mitocondriales con doble función no es
un hecho sorprendente, puesto que en los últimos años se han descrito varias proteínas
mitocondriales implicadas tanto en la biogénesis como en la función de este orgánulo
(Braun y col., 192; Sackmann y col., 1991; Bousquet y col., 1991; Schulte y col.,
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1989). La doble localización subcelular de cz-F1-ATPasa en el hígado de rata y su posible
función de chaperón molecular en ambas localizaciones, nos llevó a investigar si esta
proteína cumplía una de las características comunes a la mayoría de los chaperones
moleculares, esto es, la capacidad de inducirse en respuesta a choque térmico.
Concretamente, empleando el modelo experimental de larvas de Drosophila, pudimos
observar mediante “Western blot” como un único polipéptido de 57 kDa (Fig. 2.2) se
inducía en respuesta a tratamiento de choque térmico (Luis y col., 1990). La cantidad de
a-F1-ATPasa en las larvas de Drosophila se duplicaba tras 15 minutos de tratamiento
hipertérmico para volver a recuperar su expresión basal 60 minutos tras la finalización de
la exposición hipertérmica (Fig. 2.2>. La cuantificación de hsp7o en las mismas muestras
reveló un grado de inducción semejante pero con una cinética de inducción
considerablemente distinta (fig. 3.2), puesto que requería de 45 minutos de choque
térmico para alcanzar su nivel máximo de expresión. El grado de inducción encontrado
para a-F1-ATPasa en respuesta a choque térmico era muy semejante al descrito para la
chaperonina mitocondrial hsp60 (2-3 veces), tanto en levadura (Reading y col., 1989)
como en Tetrahymena rermophila (McMulIin y hallberg, 1987> y ligeramente distinto para
chaperoninas de otros orígenes (4-5 veces para GroEL (Neidhart y col., 1981) e
inducción casi imperceptible para RiBSP (l-Iemmingsen y col., 1990)). Estos resultados
quedaron realzados por la existencia de evidentes homologías entre las secuencias de
ambas familias proteicas (chaperoninas y subunidades a), lo que constituye el punto de
arranque de esta Tesis y los que dio lugar a un importante bloque de resultados que se
describen en las secciónes 5.1.1 a 5.1.5. La hipótesis propuesta por nuestro grupo (Luis
y col., 1991) sobre el posible papel chaperonina de la subunidad a no sólo se encuentra
apoyada por todo el conjunto de resultados presentados en esta Memoria, sino que, en el
curso de la realización de este trabajo, dos laboratorios han proporcionado de forma
independiente, evidencias concluyentes al respecto (Avni y col.. 1991; Yuan y Douglas,
1992).
Avni y col. (1991) observaron como cromatóforos de Rhodospiriltum rubrwn de
los que se había eliminado la subunidad IB del complejo F1-ATPasa mediante extracción
con LiCí podían ser reactivados tras la adición de subunidades IB-Fl-ATPasa aisladas de
cloroplastos de tabaco y espinacas sólamente cuando en el medio existían
simultanéamente cantidades catalíticas (5%) de subunidades a procedentes de complejos
Fl-ATPasa de cloroplatos de espinaca o lechuga (Fig. 2.3). La ausencia de a-Fl-ATPasa
en dicho ensayo de reconstitución heterólogo no impedía la unión de subunidades ¡3
aisladas a los cromatóforos carentes de subunidad [3,pero si evitaba la recuperación de la
1l~7
actividad ATPasa (Avital y col., 1991). Aunque las subunidades a de cloroplastos eran
aportadas al ensayo en forma de dimeros a/J3, el efecto observado era específico de la
subunidad a, puesto que cantidades similares de subunidad [3ailslada eran incapaces de
promover la recuperación de la actividad ATPasa (Avni y col., 1991). En definitiva, Avni
y col. (1991) demostraron, por medio de un ensayo heterólogo de reconstitución
actividad ATPasa de cromatóforos de R.rubrum, como la subunidad a. en cantidades
catalíticas, era capaz de facilitar el correcto plegamiento y/o ensamblaje de subunidades ¡3
aisladas en cromatéforos carentes de dicha subunidad (Fig. 2.3), actividad ésta
característica de chaperones moleculares.
De forma independiente, Yuan y Douglas (1992), haciendo uso de cepas mutantes
de £ cerevisiae que presentaban deleciones en los genes codificantes para la subunidad a,
para la subunidad IB o para ambas simultáneamente, pudieron observar como los mutantes
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FIGURA 2.3. Efecto de cantidades catalíticas de dímero a13 de de complejos
F1-ATPasa de cloropastos sobre la capacidad reconstituyente de la
actividad ATPasa en cromataiforos de R.rubruns carentes de subunidad ji. El
ensayo heterólogo de reconstitución se llevó a cabo incubando cromatóforos de R. rubrum
carentes de la subunidad ¡3 preparados mediante tratamiento con LiCI (4 j.tg de
bacerioclorofila) y las cantidades indicadas en abcisas de subunidades [3aisladas de
cloroplastos de espinaca, en presencia (círculos abiertos) o ausencia (círculos cerrados) de
0,4 ~‘gde dímeros <43 de cloroplastos de espinaca (tomado dc Avni y col., 1991).
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de delección de la subunidad a presentaban velocidades de crecimiento en fuentes
fermentables de carbono considerablemente menores a las cepas salvajes y a las cepas
mutantes de deleción de la subunidad ¡3. Por otro lado, la eficiencia en la importación a la
mitocondria de determinados precursores proteicos, determinada tanto in vitro en células
semi-intacta.s como in vivo mediante experimentos de pulso y caza, era considerablemente
menor en los mutantes de deleción de la subunidad a que en la cepas salvajes o en los
mutantes carentes de subunidad IB (Fig. 2.4). Así mismo, los dobles mutantes (delección
de los genes codificantes para la subunidades a y ¡3) aunque presentaban unas
velocidades de crecimiento semejantes a las cepas de tipo salvaje, mostraban una
eficiencia en la importación de precursores a la mitocondria intermedia entre las cepas de
FIGURA 2.4. Efecto diferencial de la deleccién de los genes codificantes
para las subunidades a y j3 del complejo FI-ATPasa sobre Éa eficiencia en
la importación de distintos precursores mitocondriales. A. Eficiencia de la
imporrtación de la subunidades a y ¡3 dcl complejo Fí-AlPasa y de las subuiniddes 4 y Sa
de la citocromo oxidasa en mutantes de delección de las subunidadess a (columnas abiertas)
y ¡3 (columnascerradas). H. Comparación de la eficiencia de la importación a la mitocondria
de 3-FI -ATPasa en mutantes de delección de las subunidades a (círculos cerrados) y de los
dobles mutantes.a-fl (cuadrados) frente a la cepa salvaje. El ensayo de importación se llevó
a cabo incubando los distintos precursores mitocondriales marcados con [35S]-metionina
obtenidos mediante transcripción/traducción in viti-o en un sistema de lisado de reticulocitos
con células de levadura semi-intactas procedentes de mutantes de delección arriba indicados.
La eficiencia de la importación se detenninó mediante la cuantificación del grado de
resistencia a protea.sas dc los distintos precursores.
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tipo salvaje y los mutantes de delección de la subunidad a (Fig. 2.4), aunque
significativamente menor que la que presentaba un mutante (Mas7Op) de delección del
receptor de 70 kDa de la membrana externa mitocondrial (Fig. 2.4). La demostración
concluyente de la función de chaperón molecular de la subunidad a del complejo Fí-
ATPasa permite reinterpretar, al menos parcialmente, algunas evidencias experimentales
no justificadas hasta la fecha para esta proteína y para su mensajero. Esta proteína,
esencial para la actividad biológica del complejo H~-ATP sintasa (Futai y col., 1989;
Williams y Coleman, 1982), sufre profundos cambios conformacionales en presencia de
ATP, según indican los estudios de la resistencia a proteasas (Senda y col., 1983) y la
cuantificación de determinados parámetros físico-químicos (Dunn, 1980) en la proteína
purificada en presencia y ausencia de ATP. Esta propiedad parece depender de la union
de ATP a los sitios de unión de nucleótidos de alta afinidad presentes en la subunidades
a. Esa propiedad constituye una semejanza notable con la familia de las chaperoninas y,
en general, con los chaperones moleculares. Así mismo, otra peculiaridad aparentemente
sin explicación, observada para esta proteína lo constituye el que su mRNA se acumula y
no se encuentra uniformemente distribuido en el citosol de los oocitos de Xenopus
(Weeks y Melton, 1987). Este distribución en gradiente del mensajero de la subunidad a
contrasta con la de su producto de traducción, cuya distribución celular coincide,
evidentemente, con la de las mitocondrias. El mecanismo y significado biológico de este
fenómeno se desconoce por completo.
Ahora bien, debemos resaltar que cuando nos propusimos, como parte de los
objetivos de esta Tesis, demostrar la posible ubicuidad de la subunidad alpha en otros
tipos celulares, con el fin de obtner nuevos datos sobre el papel biológico de esta
proteína, los resultados obtenidos demostraron de forma concluyente que el polipéptido
inmunoreactivo, inicialmente adscrito a la subunidad a del complejo F1-ATPasa,
correspondía a la catalasa de hfgado de rata. No obstante, aunque el objetivo inicialmente
propuesto resultó negativo y no aportó ninguna información adkional sobre las posibles
funciones biológicas de la subunidad a, los resultados obtenidos nos han permitido
obtener evidencias de la presencia y naturaleza de la catalasa de mitocondria de hígado de
rata, una proteína descrita como marcadora exclusiva del peroxisoma en este órgano (de
Duve y col., 1965). Estos resultados, por sus posibles implicaciones celulares y
funcionales, se describen en las secciones 5.1.6. y 5.1.7.
Otro aspecto de los mecanismos post-traduccionales implicados en la biogénesis
mitocondrial, anterior al plegamiento y ensamblaje mediado por chaperones moleculares y
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del que la información existente en células de mamíferos es prácticamentre inexistente, lo
constituye el procesamiento o maduración de los precursores mitocondriales, entendido
éste como la eliminación proteolítica intramitocondrial de la secuencia señal que dirige al
precursor hacia la mitocondria. La maduración de los precursores mitocondriales
mediante la eliminación proteólitica de la secuencia señal (etapa 6 en efig. 34) constituye
otra de las etapas claves de la biogénesis mitocondrial que hemos abordado. Con este fin,
y ante la posibilidad de que este proceso constituya una etapa limitante en el proceso de
biogénesis mitocondrial, nos propusimos desarrollar un sistema analítico de alta
sensibilidad que permitia la caracterización inequívoca de los distintos intermedios de
procesamiento de los precursores mitocondriales. Este sistema resultará de indudable
utilidad para detectar la posible acumulación citosólica de precursores proteicos
mitocondriales, algo que puede ocurrir en situaciones de activa biogénesis mitocondrial
y/o patologías mitocondriales asociadas a la maquinaria de importación. El desarrollo de
esta metodología permitirá, en un futuro muy próximo, el estudio de la variación con el
tiempo de la cantidad de precursor y forma madura de los polipéptidos mitocondriales en
las distintas situaciones experimentales de biogénesis mitocondrial que estudia nuestro
grupo y, eventualmente, la posible caracterización de determinadas patologías
mitocondriales ligadas a disfunciones en la maquinaria de importación y procesamiento de
los precursores proteicos en líneas celulares de pacientes con mitocondriopatías, aspecto
este último que será abordado en colaboración con el laboratorio del Dr. Zeviani (Milán).
Los resultados obtenidos en este apartado se describen y discuten conjuntamente en la
sección 5.2.
En resumen, los resultados presentados en esta Memoria constituyen la primera
aproximación experimental de nuestro grupo de investigación al estudio de los factores y
mecanismos que, a nivel post-traduccíonal, influyen en el proceso de biogénesis
mitocondrial de mamíferos. En concreto, se aportan evidencias, por análisis de
secuencias y en base a la inmunoreactividad frente a determinados antisueros de la
relación evolutiva entre las chaperoninas y la subunidad a del complejo F1-ATPasa. Este
análisis ha permitido, por un lado, caracterizar el dominio estructural responsable del
reconocimiento molecular de las chaperoninas y subunidades a por sus sustratos. Por
otro lado, ha permitido inferir aquellos aminoácidos que posiblemente conforman el
centro de unión para nucleótidos de adenina en la molécula de la chaperonina. Así mismo,
se ha desarrollado un sistema experimental que permitirá en el futuro la caracterización
inequívoca del proceso de maduración de precursores proteicos mitcondriales, tanto en
situaciones fisiológicas como patológicas. En otro contexto, hemos demostrado la
existencia de catalasa en la mitocondria, aunque esta proteína carece de actividad biológica
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en este orgánulo y hemos aportado quizá las primeras evidencias experimentales
encaminadas a dilucidar el significado biológico de la presencia de esta proteína en la
mitocondria.
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OBJETIVOS
3.OBJETI VOS Y PLAN DE TRABAJO
De entre todo el conjunto de procesos moleculares que se suceden de forma
coordinada durante la biogénesis mitocondrial, aquellos que ocurren de forma post-
traduccional son los que menor atención han recibido en los últimos años, explícitamente
en el caso de células de mamíferos. Esto es así, no por resultar en su conjunto menos
importantes para la funcionalidad mitocondrial, sino por la falta de un sistema
experimental adecuado para su estudio. Por este motivo, resultaba prioritario entre los
planteamientos iniciales del trabajo aquí presentado el estudio de dos procesos cuya
relevancia para la biogénesis mitocondrial ha sido claramente puesto de manifiesto en
células cucariotas inferiores. En concreto, estábamos interesados en la caracterización
estructura] y funcional de cienos componentes moleculares de la maquinaria mitocondrial
responsable del plegamiento y ensamblaje de los precursores proteicos recién importados
y, por otro lado, en desarrollar un sistema analítico que permitiera el estudio del proceso
de maduración de los precursores proteicos mitocondriales.
Lógicamente, los objetivos inicialmente planteados fueron abordados de forma
simultánea, lo que originó que, en ciertos casos, la obtención de resultados negativos
hiciese necesaria la redefinición de alguno de ellos. A continuación se detallan los
objetivos generales del trabajo aquí presentado, incluyendo, en cada caso, los objetivos
parciales y una somera descripción de los resultados obtenidos para facilitar su
comprension.
En primer lugar, se trató de identificar la existencia de homologías de secuencia
entre las chaperoninas y las subunidades u, mediante el análisis comparativo de las
correspondientes secuencias proteicas. Así mismo, se intentó determinar la existencia de
homologías en la estructura secundaria entre ambas familias proteicas. Los resultados
obtenidos demostraron la existencia de un alto grado de homología a ambos niveles, lo
que implica la existencia de un origen evolutivo común y la definición de cieros modulos
proteicos involucrados en actividades/funciones comunes. La existencia de evidentes
homologías entre chaperoninas y las subunidades alpha de las ATPasas de tipo F implica,
a su vez, la existencia de homología entre chaperoninas y el resto de las subunidades
mayoritarias de las AlPasas de tipo V (A y B) y de tipo F (subunidad beta), ya que sc ha
propuesto que todas ellas derivan del mismo ancestro. En este sentido se procedió al
alineamiento parcial de las secuencias de todas estas familias protecias con un doble
objetivo; por un lado, determinar la posible relación evolutiva entre todas ellas y por otro,
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caracterizar los aminoácidos responsables en las chaperoninas del conformar el dominio
de unión a nucleótidos.
Con objeto de verificar experimentalemente la existencia de homología estructural
entre chaperoninas y subunidades alpha, se procedió al desarrollo de anticuerpos contra
péptidos sintéticos de la subunidad alpha de hígado de rata en la región de máxima
homología con las chaperoninas. Los resultados obtenidos demostraron la capacidad de
estos anticuerpos para reconocer proteínas de estrés celular.
Con el fin de analizar la relación estructura-función de los posibles módulos
proteicos y aminoácidos comunes entre chaperoninas y subunidades alpha, se intentó el
clonaje molecular del cDNA de la subunidad alpha de hígado de rata. Los resultados
obtenidos fueron negativos.
Puesto que el alineamiento múltiple entre las secuencias de chaperoninas y
subunidades a nos permitió proponer regiones conservadas que podrían resultar
esenciales para la actividad chaperonina de ambas familias proteicas, se trató de
identificar, mediante búsquedas en el banco de datos de secuencias proteicas, la posible
existencia de polipéptidos no relacionados con chaperoninas y subunidades a que
contuvieran estas secuencias y pudieran aportar información sobre aspectos funcionales
comunes Tras la caracterización y reinterpretación de uno de ellos, y puesto que el
abordaje del clonaje molecular había resultado negativo, se procedió al análisis de la
relación estructura-función de estos módulos proteicos de la subunidad alpha en la
actividad chaperonina. Para ello, se estudió el efecto de varios péptidos sintéticos sobre
los procesos de plegamiento de proteínas desnaturalizadas y sobre la solubilidad de
proteínas nativas. Estos resultados nos han permitido definir la región de la cadena
polipeptidica de las subunidades a y de las chaperoninas responsable del reconocimiento
de sus sustratos en la actividad chaperonina de estas proteínas.
Dada la aparente localización extramitocondrial (en los peroxisomas de hígado de
rata) de la subunidad a del complejo F1-ATPasa, nos propusimos identificar la existencia
de esta proteína en otras localizaciones celulares que pudieran aportar información sobre
la actividad biológica de esta proteína independientemente de su intervención en la
fosforilación oxidativa. Esta aproximación nos permitió caracterizar la presencia de
material inmunoreactivo en la matriz de los eritrocitos de rata. Sin embargo, cuando se
estableció la naturaleza molecular del material inmunoreactivo (p57), común a
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mitocondrias. peroxisomas y eritrocitos de rata, mediante técnicas inmunológicas, de
mapeo peptídico y microsecuenciación, los resultados indicaron que dicha proteína era
catalasa. En consecuencia, este resultado se reorientó, por no estar descrita la presencia
de catalasa en la mitocondria, hacia la caracterización parcial de la misma en este
orgánulo.
Finalmente, se pretendió desarrollar un sistema experimental que permita
caracterizar el procesamiento de precursores mitocondriales. Con este objerto, se utilizó el
sistema de electroforesis bidimensional que ilustra experimentalmente las modificaciones
en peso molecular y punto isoeléctrico que se producen en dichos precursores tras la
eliminación de la secuencia señal. Este sistema permitirá la caracterización inequívoca de
algunos precursores proteicos y permitirá en el futuro el análisis molecular de los
mecanismos y disfunciones de la maquinaria de importación que pudieran ocurrir durante
la biogénesis mitocondrial de mamíferos.
127

4. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y MÉTODOS
4. MATERIALES Y METODOS.
4.1. MATERIALES
4.1.1. Animales de experimentación, líneas celulares y cepas bacterianas.
4.1.1.1. Ratas.
Se emplearon ratas albinas de la raza Wistar de peso comprendido entre 250 y
300 gr. Los animales han sido criados en el animalario del Centro de Biología Molecualar
en celdas estancas dotadas de ventilación por cámara de aire de 15 renovaciones por
minuto y un ciclo luz-oscuridad de 12 horas con la fase de oscuridad entre las 20:00
horas y las 8:00 horas del día siguiente. La humedad ha oscilado entre el 45-50% y la
temperaturaentre 22-24 0C. Los animales han sido alimentados con una dieta estándar de
laboratorio (23.5% proteínas, 5% lípidos. 49.8% glúcidos, 4% celulosa, 5.7 % sales
minerales, 12% agua y vitaminas) y han tenido en todo momento libre acceso a la dieta y
agua de bebida.
4.1.1.2. Conejos.
Se han utilizado conejos hembras de la raza New Zealand.
4.1.1.3. Drosophiía.
Se han empleado larvas de las especies Drosophila hydei y Drosoph ita
metanogaster. Todas ellas se encontraban en la mitad del tercer estadio del desarrollo. El
crecimiento de las larvas se llevó a cabo en botellas que contenían 50 ml del medio
nutritivo compuesto por: 7.5% azucar moreno, 10% levadura, 1.1% agar, 5% harina y
0.5% ácido propiónico.
4.1.1.4. Líneas celulares.
Se han empleado las lineas celulares establecidas NRK (Normal Rat Kidney
fibroblasts, ATCC-CRL 1570) y C9 (hígado de rata, ATCC-CRL 1439). El cultivo de
estas células sc efectuó con DMEM suplementado con un 10% de suero de ternera fetal,
glutamina 2 mM, amino ácidos no esenciales (Ala, Asn, Asp, Glu, y Pro 400 gM, ),
penicilina 0.6% y estreptomicina 1%.
4.1.1.5. Cepas bacterianas.
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Se han empleado Escherichia coli de las cepas bacrterianas XL1-Blue (Stratagene)
y DH5a (BRL). El cultivo de estas cepas en medio líquido se efectuó en medio LB
(Bactotriptona 1% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v) y NaCí 1% (p/v). El cultivo en
placa se efectuó suplementando el medio LB con agar al 1.5% (p/v). En ambos casos se
incluyó ampicilina a 50 ~.tg/mlpara la selección de transformantes.
4.1.1.6. Vectores de donación.
Se emplearon los vectores plasmídicos Bluescript (Stratagene) y pUCl8 y el
vector fágico Xgtl 1.
4.1.2. Productos.
Los reactivos comunes fueron de grado analftico y se emplearon sin previa
purificación.
Los productos ATP, GTP, CTP, UTP, EDTA, EGTA, PPO, dimetil-POPOP,
Tris, Hepes, Tritón X-100, manitol, UIT, Azida sódica, 4-cloro-a-naftol, Pipes, SOS,
13-mercaptoetanol, sarcosil, la tripsina de pancreas bovino, la N-cloro sucinimida, los
adyuvantes completo e incompleto de Freund y los inhibidores de proteasas (excepto
PMSF) fueron suministrados por Sigma Chemical Co. (Estados Unidos).
Los cloruros sódico, potásico, magnésico, cálcico, amónico, de cesio y de litio;
los hidróxidos sódico y potásico, la sacarosa, el glicerol, los fosfatos potásicos, el
acetato amónico, magnésico y sódico, el nitrato de plata, el cloruro de cobre, el
permanaganato potásico, el citrato sódico; el vanadato sódico; el sulfato magnésico; el
etanol; la glicina; el acido trifluoroacético, la 8-hidroxiquinoleina; el formaldehido; la
formamida y el TCA fueron adquiridos a Merck (Darmstad, Alemania).
El citocromo c, el PMSF, la proteasa VS, los marcadores de peso molecular de
DNA (X-HindII y X-HindllI-EcoRl), la DNA polimerasa 1, la ONasal y la RNasa fueron
adquiridos a la marca Boehringer (Mannheim, Alemania).
La acrilamida, la bis-acrilamida y m-cresol fueron adquiridos a Fluka A. G.
Chemicals.
Los anfolitos y la proteína A-Sepharosa fueron suminstrados por Pharmacia-LKB
(Bromma, Suecia).
El ácido acético, el isopropanol, el fenol, el cloroformo, el alcohol isoamílico, el
butanol y el metanol fueron suministrados por Panreac (Barcelona, España). El acetnitrilo
y el metanol de grado HPLC fueron adquiridos a Scharlau.
El azul de Coomasie, los marcadores de peso molecular y el Affi-Gel Hz fueron
suministrados por Bio-Rad (Richmond, Estados Unidos).
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La ¡eche Molico empleada fue de Nestie (Barcelona, España).
Los productos radiactivos [cx-32P]-CTPy [358]-Metionina fueron adquiridos en
Radiochemical Center (Amersham, Reino Unido).
El lisado de reticulocitos y los marcadores de peso molecular de DNA fueron
suminstrados por Promega (
La albúmina sérica bovina (fracción V) empleadafue de la firma Armour (Armour
Pharmaceutical Company, Illinois, Estados Unidos).
La hemocianina de Megatura crenukita, la sulfo-N-hidroxi succinimida y el EDC
fue suministrado por Pierce.
Los péptidos sintéticos fueron adquiridos a BIO-synthesis (Denton. Estados
Unidos).
Las membranas de PVDF empleadas para la transferencia de proteínas fueron
suministradas por Millipore (Bedford, Estados Unidos).
El Nycodenz fue adquirido a Nyeomed (Oslo, Noruega).
La bactotriptona. el extracto de levadura y el agar fueron de DIFCO y la agarosa
de Hispanagar (Burgos, España).
El agua oxigenada fue adqurida a Foret (Barcelona, España).
4.2. METODOS
4.2.1. Fraccionamiento subcelular del hígado de rata.
4.2.1.1. Preparación de honwgenados.
Los animales fueron anestesiados y a continuación se les perfundió el hígado a
través de la vena porta con medio de aislamiento (medio A) de composición: sacarosa
0.25 M, Tris-HCI 10 mM, pH 7.4 y EGTA 1 mM con las siguientes concentraciones de
inhibidores de proteasas: benzamidina 100 mM, leupeptina 10 gg/ml. pepstatina 5
mg/mí, cloruro de benzetonio 100 mM y PMSF 10 mM. A continuación, el hígado se
extrajo, se pesó, se troceó finamente y se homogeneizó con medio A (relación 1:4 p/v)
con un homogeneizador manual vidrio-vidrio tipo Dounce realizándose 5 pases con el
émbolo A y 4 pases con el émbolo B. Posteriormente, se centrifugó a SOOxg (2.500 rpm
en rotor Sorvalí SS-34) durante 10 minutos. El sedimento, compuesto por núcleos y
células no rotas, se desechó.
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4.2.1.2. Aislamiento de mitocondrias.
4.2.1.2.1. Mediante centrifugación diferencial
.
Las mitocondrias de hígado de rata se aislaron según el método descrito por
Schneider (1948>, con algunas modificaciones introducidas en nuestro laboratorio
(Valcarce y col. 1988).
4.2.1.2.2. Mediante pradiente de sacarosa
Las mitocondrias se obtuvieron a partir de 3 ml del homogeneizado preparado
según el apartado 2.2.1.1 mediante centrifugación isopíenica en gradientes de densidad
de sacarosa del 24 al 54% (p/p) (volumen = 35m1) a l4SOOOxg (rotor Beckmann VTI5O,
42.000 rpm) durante 70 minutos a 4 0C. Los gradientes se fraccionaron desde el fondo
del tubo en fracciones de 2 ml. La localización de las mitocondrias se efectuó mediante
determinación de la actividad citocromo c oxidasa en una alicuota de cada fracción
previamente sometida a 3 ciclos de congelación/descongelación. La fracción con mayor
actividad específica citocromo c oxidasa (d~ 1.18 g/cm3) se diluyó con medio A hasta
que la concentración de sacarosa fue de 0.25 M y se centrifugó a 8000xg (8.500 rpm en
rotor Sorvalí 55-34) durante 10 mm a 4 0C, obteniéndose un sedimento de mitocondrias
que fue resuspendido en el mínimo volumen de medio A. La densidad de los orgánulos
fue determinada teóricamente a partir de los límites de densidad superior e inferior del
gradiente, o bien de formaempírica mediante análisis por refractometría de la densidad de
las fracciones de un gradienteen blanco procesado en paralelo.
4.2.1.2.3. Mediante 2radiente de Nycodenz
.
Las mitocondrias se obtuvieron a partir de 2 ml dc homogeneizado preparado según el
apartado 2.1.1. Para ello, sobre 15 ml de una solución isotónica de Nycodenz al
27.6%(p/v) preparada en Tris-HCl 5mM, KCl 3 mM y EDTA 0.3 mM (densidad 1.15
mg/mí, indice de refracción a 22 0C de 1,3784) se depositaron 2 ml de homogeneizado de
hígado. Los tubos se centrifugaron a 96000xg (24.000 rpm en rotor Sorvalí SW-27)
durante 6 h a 4 0C. Los gradientes se fraccionaron desde el fondo del tubo y el pellet
resultante se resuspendió en 100 gí de medio de dilución de Nycodenz. Se determinó la
actividad citocromo c oxidasa y la concentración de proteína en cada fracción. La fracción
con mayor actividad específicacitocromo c oxidasa se diluyó 10 veces con medio A y se
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centrifugó a 8000xg (8.500 rpm en rotor Sorvalí SS-34) durante 10 mm a 4 0C. El pellet
obtenido se resuspendió en el mínimo volumen de medio A.
4.2.1.3. Aislamiento de peroxisonms
4.2.1.3.1. Mediante gradiente de sacarosa
.
Se procedió de forma análoga a lo descrito en el apanado 2.1.2.2. Posteriormente
se determinó la actividad catalasa y la concentración de proteína en una alicuota de cada
fracción previamente congelada y descongelada 3 veces. Las fracciones que contenían la
máxima actividad específica catalasa fueron diluidas con Tris-HCl pH 7.5 hasta una
concentración final de sacarosa de 0.25 M. Los peroxisomas fueron recuperados a partir
de esas fracciones mediante ultracentrifugación a 105.OOOxg (40.000 rpm en rotor
Beckmann 75 Ti) durante 30 minutos a 40C o bien mediante precipitación del total de
proteínas de la fracción con TCA al 10%.
4.2.1.3.2. Mediante gradiente de Nvcodenz
La preparación de peroxisomas seefectuó de forma semejante a lo descrito en el apartado
4.2.1.2.3 para mitocondrias. Para ello, se determinó la actividad catalasa en cada
fracción. De forma totalmente reproducible, el pico de actividad específica catalasa se
localizaba en el pellet compacto que fue resuspendido en 100 gí de medio de dilución de
Nycodenz.
4.2.1.4. Fraccionamiento submitocondrial.
El subfraccionamiento de las niitocondrias se efectuó básicamente según el
método descrito por Colbeu y col. (1971).
4.2.1.4.1. Preparación de solubilizado mitocondrial
Las mitocondrias obtenidas por los métodos descritos en el apartado 4.2.1.2
fueron solubilizadas con Triton X-100 mediante resuspensión del pellet de mitocondrias
en 1 mIde tampón fosfato 20 mM pH 7.5. NaCí 0,15M y Triton X-100 1% por cada 0.5
g de tejido hepático de partida. A continuación, el solubilizado fue sometido a 3 ciclos de
congelación (con nitrógeno liquido)/descongelación (en baño de agua a 37 0C), incubado
durante 30 minutos a 370C y finalmenmte centrifugado a 104.OOOxg (40.000 rpm en
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rotor Beckmann 75 Ti) durante 1 h a 40C. El sobrenadante constituía el solubilizado
mitocondrial.
4.2.1.4.2. Obtención de mitoplastos
.
Las mitocondrias preparadas mediante centrifugación diferencial (apanado
4.2.1.2.1) o mediante centrifugación en gradiente de sacarosa (apartado 4.2.1.2.2)
fueron sometidas a cheque osmótico mediante resuspensión del pellet en 3 ml de fosfato
potásico 20 mM pH 7.4 y BSA 0.02% por cada gramo de tejido hepático de partida y
posteriormente incubadas durante 20 mm a O 0C con agitación intermitente. Los
mitoplastos resultantes fueron sedimentados mediante centrifugación a 13.OOOxg (10.500
rpm en rotor sorvail 55-34) durante 10 minutos a 40C.
4.2.1.4.3. Obtención de veskulas de membrana interna mitocondrial
Los mitoplastos fueron sometidos a choque osmótico mediante incubación en 1.5
ml de fosfato potásico 20 mM pH 7.4 porcada mg de proteína durante 15 minutos a 00C.
A continuación, los mitoplastos fueron vesicularizados con un politron durante 30
segundos a fuerza 3 y centrifugados a 25.OOOxg (15.000 rpm en rotor Sorvalí SS-34)
durante 10 minutos a 4”C. El pellet de vesículas de MIM fue lavado 2 veces mediante
resuspensión en fosfato potásico 20 mM pH 7.4 y sedimentación a 25.OOOxg (15.000
rpm en rotor Sorvalí 55-34).
4.2.1.4.4. Purificación parcial del complejo Fl-ATPasa
Se realizó esencialmente según el protocolo propuesto por Beechy y col., (1975)
con las modificaciones introducidas por Tyler y Webb (1979). Las vesículas de MIM
fueron recogidas mediante ultracentrifugación a 80.OOOxg (35.000 rpm en rotor 75Ti) y
el pellet se resuspendió en medio E, que contenía sacarosa 0.25M, Tris-SO4 10 mM y
EDTA 5 mM hasta una concentración de proteína de 10 mg/ml. Se añadió ATP hasta una
concentración de 100 gM y se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente. A la
suspensión de MIM se le añadieron lentamente 0.5 vol de cloroformo con agitación
constante e inmediatamente fue centrifugada a 1.SOOxg (3.500 en rotor Sorvail SS-34)
durante 10 mm a 250C, recogiéndose la fase acuosa superior, que fue centrifugada a
80.O00xg (35.000 rpm en rotor 75Ti) durante 45 minutos 220C para eliminar restos
insolubles. El sobrenadante fue distribuido en alicuotas, liofilizado y conservado a -20 0C
hasta su utilización.
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4.2.1.5. Preparación defracción citosólica
El homogeneizado de hígado de rata preparado según lo descrito en el apartado
2.1.1 fue centrifugado a 8.500xg (8.000 rpm en un rotor Sorvalí SS-34) durante 10 mm
a 40C. El sobrenadante fue de nuevo centrifugado a 105.O00xg (40.000 rpm en un rotor
Beckmann 75Ti) durante 1 hora a 4 0C. El sobrenadante, que constituía la fracción
citosólica, contenía del orden de 15 mg/ml de proteína.
4.2.2 Preparación de matriz de eritrocitos de rata.
La fracción de matriz de eritrocitos de rata se obtuvo según el método descrito por
Hanahan y col. (1974), con ciertas modificaciones introducidas en nuestro laboratorio.
Sangre heparinizada de rata adulta, obtenia mediante punción de la vena prota del animal
anestesiado fue centrifugada a l.OOOxg (3.000 rpm en rotor Sorvalí 55-34). El
sedimento se resuspendió en 20 ml de una solución isotónica de Tris (310 imOsm =
0.172 M pH 7.6) y se centrifugó de nuevo en las mismas condiciones. Este
procedimiento se repitió 2 veces más. El precipitado de células lavadas, constituido
fundamentalmente por eritrocitos se resuspendió en una solución hipotónica de Tris (20
imOsm = ¡OmM pH 7.6) en una proporción 1:1 (y/y) y se incubó durante 1 hora a 00C
con agitación intermintente. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a
20.OOOxg (13.000 rpm en rotor Sorvalí 55-34) durante 40 minutos a 4 0C, obteniéndose
un precipitado compuesto por la fracción de membrana y un sobrenadante que contenia
las proteínas de la matriz del eritrocito, que fue conservada a -200C. Durante los
primeros ciclos de congelación/descongelación se observó de forma constante la
formación de agregados proteicos insolubles que fueron separados de la preparación
mediante ultracentrifugación a 105.OOOxg (40.000 rpm en rotor Beckmann 75Ti) durante
1 hora a 4 0C. La adición a la preparación de matriz de NaCí hasta una concentración final
de 0.15 M prevenía parcialmente este efecto. La concentración de proteína se determinó
con el reactivo de Bradford.
4.2.3 Tratamiento de choque térmico de larvas de Drosophila.
Para el tratamiento de choque térmico de las larvas de Drosophila, grupos de 20
larvas fueron transferidas a una cámara a 37 0C durante 60 minutos. Durante este periodo
de tiempo se tomaron muestras a 15, 30, 45 y 60 minutos de iniciado el tratamiento. A
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los 60 minutos, los grupos restantes fueron trasladados de nuevo a la cámara de 25 0C y
se tomaron muestras a 90 y 120 minutos desde el inicio del tratamiento. Inmediatamente
después de tomar cada muestra las larvas fueron congeladas en nitrógeno líquido y
convertidas en polvo con la ayuda de un mortero. Al polvo de cada muestra se le añadió
un medio que contenía fosfato potásico 20 mM pH 7, NaCí 0.9% y Triton X-100 al 1%
en proporción 1:5 (plv). La suspensión así obtenida se sometió a 3 ciclos de
congelación/descongelación y se centrifugó a 15.000 x g (12.000 rpm en microfuga)
durante 10 minutos, recogiéndose el sobrenadante para su posterior análisis. La
concentración de proteína en la muestra se determinó por el método de Bradford.
4.2.4 Determinación de actividades enzimáticas.
4.2.4.1. Actividad citocromo c oxidasa.
Se empleó el método descrito por Warton y Tzagaloff (1967), basado en la
disminución de densidad óptica a 550 nm durante la oxidación del citocromo c reducido.
La reacción se dispara mediante la adición de 25 nmol de citocromo c reducido en un
volumen final de cubeta de 1 ml. El coeficiente de extinción molar del citocromo c
reducido a 550 nm es de 2 x io’~ M’.cmt
4.2.4.2. Actividad catalasa.
La determinación de la actividad catalasa se efectué según el método descrito por
Chance y Herbert (1950), basado en la determinación espectrofotométrica de la
desaparción de H
202 midiendo a 240 nm. La reacción se inició mediante la adición de
100 timol de H202 a la cubeta (volumen final lml). El coeficiente de extinción molar del
peróxido de hidrógeno a 240 nm es de 0.00394 Mlcm
1. Alternativamente, en las
muestras procedentes de gradientes de Nycodenz, la actividad catalasa se determiné
mediante el método volumétrico descrito por Feinstein (1949), puesto que el Nycodenz
también absorbe a 240 nm. Dicho método se basa en la titulación volumétrica redox con
permanganato potásico del H
202 remanente.
142
MATERIALES Y MÉTODOS
4.2.5 Fraccionamiento electroforético de proteínas.
4.2.5.1. Electroforesis nionodimensional en geles de SDS-poliacriiamido.
Los fraccionamientos de proteínas se realizaron básicamente según el protcolo
descrito por Laemmli (1970). El porcentaje de acrilamida empleado en cada caso se indica
en los correspondientes pies de figura. La calibración de los geles sc efectuó mediante
electroforesis en paralelo de un conjunto de proteínas de peso molecu]ar conocido.
4.2.5.2. Electroforesis bidimensional
4.2.5.2.1. Isoelectroenfopue/electroforesis en ~el de noliacrilamidalSDS <IEF/SDS-ET
1 w
115 563 m
487 563 l
S
BT

PAGEL
El protocolo usado fue el inicialmente descrito por O’Farrell (1975) con algunas
modificaciones (Bravo y col.). La separación en la primera dimensión mediante
isoelectroenfoque fue efectuada en geles cilíndricos del 4 % (p/p) de poliacrilamida de
230x2,3 mm o 150x2,3 mm con un 2% de anfolitos (16% pH 5-7, 4% pH 3.5-10). El
isoelectroenfoque se llevó a cabo a 1200 V durante 20 h. Una vez finalizado éste, los
geles se equilibraron en 5 ml de tampón de composición Tris-HCI 006M pH 6.8, SDS
2%, D’IT 0.1 M y glicerol 10% durante 10 minutos y se guardaron a -300C hasta su
utilización. El gradiente de pH de ¡os geles de la primera dimensión oscilaba entre 4.4 y
7,5. Para la segunda dimensión, los geles del isoelectroenfoque fueron descongelados y
cargados en un gel de poliacrilamida del 15% de 25x25 cm y recubiertos de agarosa al
15% (p/v) disuelta en tampón de equilbrio con un 0.02% de azul de bromofenol. La
electroforesis se llevó a cabo durante toda la noche a temperatura ambiente.
4.2.5.2.2. Non-equilibrium pH sradient electrovhoresis/electroforesis en 2e1 de
poliacrilamida/SDS (NEPHGE/SDS-PAGE
)
La separación en la primera dimensión para separar proteínas básicas se llevó a
cabo siguiendo el método descrito por OFarrelí (1977). Los geles empleados fueron del
4% de poliacrilamida y de 150x2.3 mm. La electroforesis se efectuó a 400V durante 4-5
horas. El fraccionamiento en la segunda dimensión se efectuó de forma análoga a lo
descrito en el apanado anterior.
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4.2.5.2.3. Visualización de las proteínas fraccionadas
.
4.2.5.2.3.1. Tinción con azul de Coomassie.
Los geles mono- o bidimensionales se fijaron en acido acético 10% (y/y) e
isopropanol 25% (y/y) durante 30 minutos y se tiñeron con una solución al 7% (p/v) de
Coomasie Briuiant Blue R-250 en metanol 50% (y/y) y acético 7% (y/y). La eliminación
del colorante no unido a proteínas se efectuó mediante difusión lenta de éste en acético
10% (y/y) y metanol 25% (y/y).
4.2.5.2.3.2. Tinción con plata
Se siguió el protocol descrito por Ansorge y col. (1985). La tinción con nitrato de plata
se efectuaba directamente después de la electrofoirsis o bien a partir del gel previamente
teñido con Coomasie, en cuyo caso, el gel teñido se incubaba durante un mínimo de 4
horas en metanol al 50% (y/y).
4.2.5.2.3.3. Fluorografía
La detección de proteínas marcadas con emisores ¡3 de baja energía (35S) se efectuó
mediante fluorografía según el protocolo descrito por Laskey y col. (1975). El gel seco
se expuso a una película de rayos X AGFA a - ‘700C con una pantalla intensificadora
Cronex Dupont.
4.2.5.2.3.4. Autoradiografia
Las proteínas marcadas con se visualizaron mediante exposición directa del gel teñido
y seco a una película de rayos X a -70 0C o a temperatura ambiente.
4.2.6 Generación de anticuerpos
4.2.6.1. Anticuerpos contra lospéptidos sintéticos antí-DRJ y antí-DR2.
Los péptidos sintéticos DR-1 (NI-12-VGLKAPGIIPRI-COOH) y DR-2 (NH2-
YLHSRLLERAAKM-COOH) fueron sintetizados por Biosynthesis Inc. (Denton, USA).
La pureza y composición de ambos péptidos fueron verificados por el propio proveedor
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mediante HPLC en fase reversa y análisis cuantitativo de composición de aminoácidos,
respectivamente. Para la generación de anticuerpos contra ambos péptidos se empleó la
hemocianina de Megathura crenulata (KLH) como carrier inmunógeno. La conjugación
de los péptidos al carrier se efectuó a través de los grupos amino libres empleando sulfo
N-hidroxisuccinimida (Sulfo-NHS) como agente de cross-linking y l-etil-3 (3-
dimetilamino propilcarbodiimida) (EDC) como catalizador del proceso. Los péptidos
fueron disueltos en agua a una concentración de 2 mg/ml y se le añadió EDC hasta 50
mM y sulfo-NHS hasta 2 mM. Se incubó la mezcla durante 5 minutos a temperatura
ambiente, ajustando el pH a 7 con NaOH y posteriormente se añadió un volumen de
solución de KLH en PBS. de forma que la relación de pesos entre KLH y péptido fuera
del orden de 0.22 g péptido por cada g de KLH. La reacción se dejó proceder durante 2
horas a temperatura ambiente y se detuvo mediante adición de acetato sódico pH 4.3
hasta una concentración final de 100 mM. El rendimiento de la reacción de conjugación
se determinó mediante fraccionamiento de la mezcla de reacción mediante cromatografía
de gel-filtración en Sephadex G-50, empleando PBS como fase móvil (volumen de
columna = 10 mí), monitorizando la densidad óptica del eluato a 214 o 280 nm. La
aparición de un único pico a ambas longitudes de onda para ambos pépetidos indicó una
conjugación proxima al 100%. La fracciones de máxima absorbancia en el UV fueron
liofilizadas y empleadas para la inumunización.
El protocolo empleado para la inmunización fue análogo para ambos péptidos.
Las mezclas inumunógenas empleadas fueron una emulsión de 500 ~wdel conjugado
péptido-KLH resuspendidos en 250 ¡il de PBS con 2 volúmenes de adyuvante completo
de Freund (para la primera inoculación) o 1 volumen del adyuvante incompleto de Freund
(para las sucesivas inoculaciones). La emulsión se formó mediante sonicación (5 pulsos
de 15 segundos a 18 micrones de amplitud a intervalos de 15 segundos). La
inmunización se efectuó en conejos New Zealand mediante inoculación del antígeno por
via intradérmica (10 inóculos repartidos por toda la superficie dorsal) en la primera
inmunización, y por via subcutanea par el resto de las inmunizaciones. Se efectuaron un
total de 8 inoculaciones con 500 gg de conjugado y 15 días antes del sacrificio del
animal, se efectuó una última inoculación con 2 mg de conjugado.
El titulo de los sueros fue determinado de forma periódica cada 15 días. Para ello,
cantidades crecientes de los péptidos se aplicaron sobre una membrana de nitrocelulosa
empleando un aparato de filtración Dot Blot (Bio-Rad, Richmond, Estados Unidos) y se
incubaron con distintas diluciones del antisuero. La inmunoreactividad en cada punto de
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4.2.6.2. Anticuerpos contra la proteína de 57 kDa de matriz de eritrocito
inmunoprecipitaña por el anticuerpo anti FI-A TPasa.
Los productos resultantes de la inmunoprecipitación de matriz de eritrocito con el
anticuerpo anti FI-ATPasa consisten en una banda mayoritaria de aproximadamente 57
kDa (Fig. 4.2). Con el fin de generar anticuerpos contra esta proteína, los productos dc
inumunoprecipitación se fraccionaron m ediante SOS-PAGE en geles del 7.5%. La
proteína de interés fue visualizada mediante tinción con Coomasie Blue R-250 y
emp]eada directamente como agente inmunógeno según el protocolo descrito por Harlow
y Lane (1988). Para ello, por cada dosis de antígeno, se recortaron 10 o 12 bandas,
correspondientes cada una de ellas a una reacción de inmunoprecipitación directa a partir
de 1 mg de proteína de matriz de eritrocito y con 50 gí del antisuero anbFl-ATPasa. Las
bandas fueron liofilizadas y pulverizadas posteriormente con la ayuda de un mortero. Las
bandas pulverizadas se hidrataron con agua durante 3 horas con agitación constante y se
homogeneizaron con ayuda de un homogeneizador manual vidrio-vidrio tipo Dounce. A
la mezcla se le añadieron 2 volúmenes de adyuvante completo (primera inoculación) o
adyuvante incompleto (sucesivas inoculaciones) y se sonicó a 18 micrones de amplitud
con pulsos de 15 segundos hasta la formación de una emulsión estable. La inmunización
se realizó según se ha descrito anterioremente. El titulo del antisuero se monitorizó cada
15 días, llegando éste a su nivel máximo a los 2 meses de comenzar la inmunización. El
título del suero fue determinado mediante Westem blot de distintas cantidades de proteína
de matriz de eritrocito y de mitocondria de hígado de rata (Fig. 4.3) fraccionadas
mediante SDS-PAGE, transferidas a membranas de PVDF e incubadas con distintas
diluciones del antisuero.
4.2.6.3. Anticuerpos purificados por afinidad.
Se empleó el método desrito por Snyder y col., (1987), que permite la obtención
de una fracción de IgGs específica para una determinada proteína a partir de un antisuero
obtenido contra una mezcla de proteínas. Para ello, la proteína cuyos anticuerpos
deseamos enriquecer específicamente es fraccionada mediante geles preparativos de
poliacrilamida-SDS, transferida a PVDF e incubada con el anticuerpo poliespecífico
durante una noche a temperatura ambiente. La localización inequívoca de la proteína de
interés en la membrana se efectuó recortando un carril longitudinal en la membrana e
incubando éste posteriormente con un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa y
visualización de las bandas inmunoreactivas. Laregión del membrana de PVDF que
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contenía la proteína fue lavada con TBS-Molico y a continuación incubada en GIy-HCI 5
mM pH 2.3 durante 90 segundos a temperatura ambiente, con el fin de eluir la fracción
de IgGs. EL eluido fue neutralizado inmediatamente con tampón fosfato lM pH 9 y 10%
BSA.
4.2.7 Análisis inmunológico de proteínas.
4.2.7.1. ‘Western blot”
4.2.7.1.1. Transferencia
Tras el fraccionamiento de las proteínas en geles mono o bidimensionales, éstas
fueron transferidas a membranas de PVDF (0.45 ~.tmde poro) en un equipo de
transferencia semi seco Pharmacia-LKB empleando una intensidad de corriente de 1
mA/cm2 de superficie del gel. Las transferencias se efectuaron alternativamente en Gly 39
mM, Tris 48 mM, metanol 20% (y/y) y SDS 0.0375% durante 2 horas o bien en CAPS
10 mM pH 11, metanol 10% (V/V) durante 45 minutos, según se indica en los
correspondiente pies de figura.
4.2.7.1.2. Inmunodetección
Las membranas fueron bloqueadas con BSA al 3% en TBS durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitación constante. La incubación con el anticuerpo sc efectuó
durante toda la noche a temperatura ambiente y con agitación. El anticuerpo y la dilución
empleados en cada caso se indican en los correspondientes pies de figura. A
continuación, las membranas fueron lavadas con TBS-Molico (leche desnatada en polvo
al 1% (p/v) en TBS) durante 30 minutos con 3 cambios de medio de lavado.
Posteriormente, las membranas se incubaron con una dilución 1:1500 de una anticuerpo
de cabra contra la Fc de las IgOs de conejo conjugado a peroxidasa en TBS-Molico. Las
proteínas inmunoreactivas se visualizaron mediante incubación de las membranas en Tris-
HCI 80 mM pH 7, 4-cloro a-naftol 0.06% (plv) y H
202 0.6 mg/ml. La reacción de
revelado se detuvo sustituyedo el medio anterior por agua destilada.
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4.2.7.2. Inmunoprecipitacion.
4.2.7.2.1. Inmunonrecipitación directa
Se efectuó esencialmente según el método recientemente descrito por nuestro
grupo (Izquierdo y col., 1990). Las inmunoprecipitaciones se llevaron a cabo en fosfato
20 mM, NaCí 0.9% y Triton X-100 1% conteniendo solubilizado mitocondrial o matriz
de eritocito en cantidades variables según se indica en los correspondientes pies de figura
y entre 50 y 100 p.l del antisuero anti FL-ATPasa o suero preinmune. La reacción se dejó
proceder durante 1 hora a 37 oc con agitación suave y 3 horas o toda la noche a 4 “C. Los
complejos antígeno-anticuerpo fueron recogidos mediante centrifugación a 15.000 x g
(12.000 rpm en microfuga) y lavados con los siguientes medios: fosfato 20 mM pH 7.5,
NaCí 0.9% y Triton X-100 0.5 % (2 veces) y fosfato 20 mM pH 7.5 y Triton X-100
0.5% (1 vez). Los complejos inmunes fueron resuspendidos en Tris-HCl 0.0625 M pH
6.8, SDS 2%, ¡3-mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y azul de bromofenol 0.02% mediante
agitación vigorosa, posteriormente calentados a 95 0C durante 5 minutos y fraccionados
en geles de poliacrilamida-SDS. Una inmunoprecipitación representativa a partir matriz
de eritrocitos de rata se muestra en la figura 4.2. Para el análisis de los productos de
inmunoprecipitación mediante electroforesis bidimensional, el precipitado resultante se
liofilizó y se resuspendió directamente en el tampón de la primera dimensión (urea, NP-
40, etc).
4.2.7.2.2. Inmunoprecipitación con oroteina A-sepharosa
.
Se siguió básicamente el protocolo descrito por Izquierdo y col. (1990). Para
ello, las preparaciones de proteínas mitocondriales, de matriz de eritrocito o de
peroxisoma (según se especifica en los correspondientes pies de figura) fueron diluidas
hasta un volumen final de 1 ml con una concentración final de fosfato 20 mM pH 7.5,
Nací 0.9% y triton X-l00 1%. Se añadió a continuación el antisuero correspondiente y
se incubó durante 30 minutos a 37 0c y 1 hora a 4 0C con agitación. A continuación se
añadieron 20 ¡sí de una suspensión de proteína A-sepharosa al 50% (y/y) en PBS y se
incubo a 4 0c durante 1 hora más. Los complejos antígeno-anticuerpo-proteína A-
sepharosa se sedimentaron mediante centrifugación en microfuga durante 10 segundos y
fueron lavados sucesivamente con 1 ml de los siguientes medios Tris-Hcl 10 mM pH 8,
Nací 0.3 M y Triton X-100 2% (1 vez), Tris-HG 10 mM pH 8, Nacl 0.5M y Triton X-
100 0.1% (1 vez) y Tris-Hcl 10 mM pH 8 y Triton X-100 0.05% (1 vez). Tras estos
lavados, se añadieron 50 ¡sí de tampón de ruptura y se calentó a 95 0C durante 5 minutos.
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Los productos resultantes se analizaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS.
4.2.7.3. Croinatografla de inmunoafinidad
La purificación de la fracción de IgG de los sucros anti-DRl y anti-DR2 se llevó a
cabo empleando el “Econo-Pac Serum IgO Purification Kit’ (Bio-Rad, Richmond,
Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del proveedor. Para la conjugación de las
IgO a un soporte sólido, empleamos el “Affi-Gel Hz Immunoaffinity Kit’ (Bio-Rad,
Richmond, Estados Unidos), que permite el acoplamiento covalente de la molécula de
IgO a través de su región Fc a un soporte sólio de Affi-Gel. Este método está basado en
la generación de restos aldehido reactivos en la molécula de IgG a consecuencia de la
oxidación con periodato de los restos glicosilados presentes en la Fc de estas moléculas.
Los intermedios así formados pueden reaccionar con un soporte sólido derivatizado con
restos de hidrazida. La conjugación de las IgGs de los sueros anti-DRl y anti-DR2 a
Affi-Gel Hz se realizó siguiendo las instrucciones del proveedor. Los conjugados matriz
sólida-IgG fueron empaquetados en columnas dc cromatografía de 1 ml de volumen,
sobre las que se aplicaron 400 mg de proteína de hígado de rata. A continuación, las
columnas se lavaron con 25 volúmenes de PES con NaCí 0,15 M y con 25 volúmenes de
NaCí 0,01 M, hasta estabilización de la densidad optica a 280 nm del eluato. La elución
de las proteínas retenidas se efectuó aplicando a la columna MgCl2 2,6M hasta que la
densidad óptica del eluato a 280 nra volvió a su valor basal. Las fracciones que contenían
el pico de densiodad óptica fueron dializadas conjuntamente frente a H20 y liofilizadas.
4.2.8 Análisis peptídico de proteínas y m¡crosecuenc¡ación
4.2.8.1. Digestiones con proteasa VS
La proteolisis parcial con la proteasa VS de S.aureus se efectuó según el
protocolo descrito por Cleveland (1978) para la digestión de proteínas previamente
fraccionadas mediante SDS-PAGE. La proteasa VS rompe específicamente los enlaces
peptídicos situados al extremo carboxilo de residuos ácidos. Para ello, la banda que
contenía al proteína a analizar se recortó del gel tenido con azul de Coomassíe y seco y se
rehidrató mediante 3 Lavados de 20 minutos con cada uno de los siguientes medios: Tris-
HCI lM pH 8.8, metanol (1:1, y/y) y Tris-HCl 1M pH 8.8, metanol (4.1, y/y),
alternando uno y otro. A continuación, se añadieron 40 iii de tampón de ruptura especial
(Tris-HCI 0.125 M pH 8.8. SDS 0.1%, EDTA 1 mM, glicerol 10% y azul de
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bromofenol 0.02%), se trocearon los fragmentos de gel y se calentaron a 95 oc durante 5
minutos. Posteriormente, los fragmentos de gel se cargaron en un gel de poliacrilamida
del 15%, y en cada pocillo se añadieron las cantidades correspondientes de proteasa VS
(según se indica en los correspondientes pies de figura), diluida en tampón de ruptura
especial. A continuación se arrancó la electroforesis a 15 mA por gel hasta que el frente
se encontró en la mitad del gel concentrador, momento en el que se detuvo la
electroforesis durante un tiempo determinado (30-60 minutos), dejando así que se
produjera la reacción proteolítica. Terminada la reacción, la electroforesis se arrancó de
nuevo y se dejo transcurrir hasta su término. Los fragmentos peptídicos se visualizaron
mediante tinción del gel con plata según fue descrito en el apartado 2.4.3.2. Tanto los
tiempos de digestión como la cantidad de proteasa V8 empleada en cada caso se
especifican en la sección de resultados en el correspondiente pie de figura.La cantidad
óptima de proteasa VS fue determinada mediante digestión de catalasa de hígado de rata
con cantidades crecientes de esta proteasa. hasta observar digestión del sustrato sin
aparición de las bandas correspondientes a la proteasa (Fig. 4.4A)
4.2.8.2. Digestión con tripsina.
La digestión con tripsina se efectué a partir de la proteína obtenida de geles de
poliacrilamida teñidos con azul de Coomasssie y secos. Para ello, se recortó el trozo de
gel que contenía la proteína de nuestro interés y se rehidrató y equilibré mediante
incubación de éste con NH4HCO3 20 mM pH 8/metanol (1:1 y/y) con varios cambios,
hasta que el pH de los lavados fue de aproximadamente 8.4. A continuación, las bandas
se lavaron varias veces con NH4HCO3 20 mM pH 8.4 para eliminarel exceso de metanol
y se inició la reacción añadiendo tripsina disuelta en NH4HCO3 20 mM pH 8.4. El
tiempo de racción así como la cantidad de tripsina empleada en cada caso se especifican
en los correspondientes pies de figura. Una vez finalizada la digestión, la muestra se
congelé en N2 liquido y se liofilizó. El análisis de los fragmentos peptídicos
correspondientes se efectué mediante SDS-PAGE y tincién con AgNO3 o mediante
HPLC en fase reversa.
4.2.8.3. Digestión con N-cioro succinimida
Se siguió el métodos descrito por Lischwe y Ochs (1982) para la digestión de
proteínas previamente fraccionadas mediante SDS-PAGE. Este agente, en presencia de
elevadas concentraciones de urea, rompe exclusivamente los enlaces peptídicos situados
en posición carboxilo de triptófanos. Las bandas correspondientes a la proteína de
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FIGURA 4.4. Determinación de las condiciones óptimas para la digestión de
proteínas previamente fraccionadas mediante SDS-PAGE, empleando
proteasa VS (Cleveland y col., 1977> y N-cloro succinintida (Lischwe y
Ows, 1982).
Como sustrato de las digestiones proteoliticas, se emplearon cm ambos casos 5 jig de
catalasa de eritrocito de rata, previamente purificada mediante centrifugación en gradientes de
densidad de glicerol (15-50%) (ver Materiales y Métodos) y SDS-PAGE. La banda
correspondiente a catalasa fue localizada en los geles mediante Unción con azul de
Coomassie. En ambos casos, los fragmentos peptídicos resultantes fueron analizados
mediante SOS-PAGE en geles del 15% y Unción con plata (Ansorge y ccl., 1985).
A. Digestión de catalasa con 5 (carril 1), 10 (carril 2), 50 (canil 3) y 100 ng (canil 4)o en
ausencia de proteasaVS. La digestión con 100 ng de proteasaen ausencia de sustrato (carril
6> penniúó descartar la posible existencia de fragmentos peptídicos procedentes de la
proteasa. B. Digestión de catalasa con 1,5 (carril 1), 15 (carril 2>, 75 (carril 3) y 150 mM
(carril 4) o en ausencia (canil 5)de N-cloro succinimida.
nuestro interés se recortaron del gel teñido y seco y se hidrataron mediante 3 lavados de
30 minutos con H20. A continuación se equilibraron las bandas con una mezcla de
urea:acético:H20 (1:1:1, p/v/v) durante 40 minutos a temperatura ambiente con un
cambio de medio. A continuación, se añadieron 5 ml del mismo medio conteniendo N-
cloro succinimida en la concentración especificada en cada caso y se dejó proceder la
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reacción durante 30 minutos. Finalmente, las bandas se lavaron con agua durante 30
minutos y se equilibraron con tampón de ruptura durante 5 minutos a 95 ‘C. Los
productos resultantes se analizaron mediante SDS-PAGE en geles del 15% y tinción con
plata. Las condiciones óptimas para la proteolisis con este agente fueron determinadas
mediante digestión de catalasa de eritrocitos de rata con distintas concetraciones de N-
cloro succinimida y observación del perfil de los fragmentos peptídicos resultantes
mediante SDS-PAGE y tinción con plata (Fig. 4.4B)
4.2.8.4. Digestion con bromuro de cianogeno.
Las digestiones con CNBr se efectuaron a partir de polipéptidos previamente
fraccionados mediante SDS-PAGE. Este agente rompe exclusivamente los enlaces
peptídicos situados en posición carboxilo con respecto a los residuos de metionina. La
banda que contenía la proteína que deseábamos digerir se recortó del gel tenido con azul
de Coomassie y seco y se hidrató en 100 ¡sí de ácido fórmico al 70%. A continuación, se
añadió CNBr (concentración final aproximada de IM) y se incubó durante 24h. a
temperatura ambiente en la oscuridad. Una vez finalizada la digestión, se añadieron a la
mezcla 900 ¡sí de agua destilada y se liofilizó. Al residuo seco resultante se le añadió 1 ml
de agua y se volvió a liofilizar. El residuo seco resultante de la segunda liofilización fue
directamente resuspendido en tampón de carga de electroforesis. Los fragmentos
peptídícos resultantes se visualizaron mediante SDS-PAGE y unción con plata.
4.2.8.4. Analísis de mezclas pepffdicas mediante HPLC en fase reverso.
Para el análisis de péptidos mediante HPLC en fase reversa se empleó un HPLC
Beckmann System GoId con una columna de fase reversa CiS, acoplado a un detector
monocromático Beckmann y a un colector de fracciones Pharmacia. El funcionamiento
correcto del sistema se comprobó mediante análisis de los patrones Sigma de HPLC en
las mismas condiciones de elución que las descritas posteriormente para la muestra. La
muestra a analizar fue liofilizada y resuspendida en 50 ¡sí de agua milliQ (millipore) con
IFA al 0.1%. A continuación se centrifugó durante 15 minutos en una microfuga para
eliminar los restos insolubles que pudieran dañar a la columna. La muestra se inyectó y
se efectuó en primer lugar una elución isocrática con agua-TFA 0.1% conteniendo un 1.4
% de acetonitrilo-IFA 0.085% a 0.5 ml/mm hasta estabilización de la línea base. A
continuación se efectuó una elución en gradiente con agua-TFA 0.1% (A) y acetonitrilo-
TFA 0.085% (8> con el siguiente perfil: de 1.4% a 30% de E en 60 minutos, de 30% a
60% de Ben 30 minutos, de 60% a 78% de Ben 15 minutos y de 78% a 1.4% de Ben 5
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minutos. Se mantuvo un flujo de 0.5 ml/ruin durante todo el gradiente. Los péptidos
fueron detectados mediante determinación de la densidad óptica a 214 nm en un rango de
0.1 AUFS.
4.2.8.5. Microsecuenciación de fragmentos peptídicos.
La preparación de las muestras para microsecuenciación se efectué mediante
inmunoprecipitación, fraccionamiento de los productos de inmunoprecipitación en SDS-
PAGE, transferencia a PVDF con tampón CAPS 10 mM pH 11, metanol 10% (y/y)
durante 30 minutos a 1 mA/cm2 de superficie de gel y tinción de la membrana con negro
amido para visualizar la proteína. El fragmento de membrana fue recortado y enviado al
Dr. Vandeckerckbove (Rijksuniversitat Gante, Bélgica). La membrana fue incubada con
500 gí de PVP 0.2% (p/v) en metanol para bloquear uniones inespecíficas y
posteriormente lavada 4 veces con 500 ¡sI de H20 y 2 veces con 500 ¡±1de Tris-HCI 0.1
M pH 8. A continuación, la membrana se incubó con tripsina (Boehringer, grado de
secuenciación) en ese mismo tampón con una concentración final de 0.01 mg/ml y se
incubé durante 4 horas a 37 0C. El sobrenadante de la digestión fue transferido a otro
tubo y los péptidos retenidos en la membrana se eluyeron con 100 ¡±1de ácido fórmico al
80%. El sobrenadante y los eluatos, conteniendo los péptidos trípticos resultantes, se
fraccionaron mediante HPLC en fase reversa con una columna Cl 8 de 25 cm de
longitud. La columna fue equilibrada en un 95% de agua-TFA 0.1% (A) y un 5% de
acetonitrilo-TFA 0.1% (B). Los péptidos se eluyeron mediante un gradiente de 90
minutos en el que se pasaba de un 5% inicial a un 80% final de B. Los péptidos fueron
detectados en un espectrofotómetro acoplado al HPLC a 214 nm y una sensibilidad de
0.2 AUFS. Las fracciones que contenían picos aislados de absorbancia a 214 nm fueron
aplicadas directamente a un secuenciador en fase líquida Applied Biosystcms.
4.2.9. Estudio del grado del grado de glicosilación de polipéptidos
inmunoprecipitados.
Los complejos antígeno-ántícuerpo obtenidos en el sediemto tras la
inmunoprecipitación directa fueron resuspendidos en 50 ¡sí de un tampón de
composición: fosfato sódico 0,lM pH 6,1; Triton X-100 1%, acetato cálcico 0,1M,
leupeptina 10 ¡sg/ml y PMSF 0,1 mM. A continuación se añadió 1 unidad de
neuraminidasa de Arthrobacter urefaciens y se incubó durantre 1 hora a 37 0C. Una vez
finalizada la reacción, las muestras fueron congeladas con N
2 liquido y liofilizadas. El
residuo seco se resuspendió directamente en el tampón de carga de isoelectroenfoque.
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Los productos resultantes del tratamiento se visualizaron mediante electroforesis
bidimensional y tinción con plata.
4.2.10. Estudios de plegamiento proteico iii vitro.
Se siguió básicamente el protocolo descrito por Viitanen y col., (1992). Las
proteínas de la fracción cirosólica de hígado de rata (apartado 2.1.5) a una concentración
de 123 ¡sM fueron incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos en un tampón de
composición Tris-lIC) 80 mM pH 7.4, Dfl 4.2 mM, Tween 20 0.008% en presencia o
ausencia de urea 8M. A continuación, las muestras fueron diluidas 100 veces en un
tampón de composición Tris-HCl 45 mM pH 7.7, DU 3.6 mM, MgCl2 7.3 mM, KCI
7.3 mM y Tween 20 0.008% e incubadas durante otros 30 minutos a temperatura
ambiente. Las concentraciones finales de proteína y urea en la muestra fueron por tanto
de 1.23 .tM y 80 mM , respectivamente. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a
l5.OOOxg (12.000 rpm en microfuga) durante 10 minutos a temperatura ambiente. El
precipitado fue directamente resuspendido en tampón de carga de electroforesis y al
sobrenadante se le añadieron 0.1 volúmenes de TCA 100% y tRNA de levadura hasta
concentración final de 0.25 mg/ml. Tras incubación en hielo durante 1 h, los
sobrenadantes fueron centrifugados a 15.OOOxg (12.000 rpm en microfuga) durante 10
minutos a 40C. El precipitado fue resuspendido en tampón de carga de electroforesis y
neutralizado con Tris base 2M. La muestras correspondientes a los sobrenadantes y a los
precipitados fueron fraccionadas mediante SDS-PAGE al 10% y las proteínas
visualizadas mediante tinción con Coomassie.
4.2.11. Análisis en electroforesis bidimensional del procesamiento de
precursores mitocondriales.
Las mitocondrias de hígado de rata fueron aisladas mediante centrifugación
diferencial (apartado 4.2.1.2.1). El pellet resultante fue resuspendido en 1 mIde Tris 10
mM pH 7.4 y sometido a 3 ciclos de congelación/descongelación. La proteína fue
cuantificada mediante el método de Bradford y el usado mitocondrial fue dividido en
alicuotas y liofilizado..
Por otro lado, RNA poliadenilado de hígado de rata (apartado 2.14.1) fue
traducido in vitro con 200 ¡si de lisado de reticulocitos tratados con RNAsa en presencia
de 0.4 mCi de [35Slmetionina durante 1 hora a 30 0C. Los productos de traducción
resultantes fueron incubados con cantidades crecientes de extracto mitocondrial hepático
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durante 1 hora a 30 0C. Las muestras fueron liofilizadas y conservadas a -200C hasta su
procesamiento mediante IEF/SDS-PAGEo NEPHGE/SDS-PAGE.
4.2.12. Técnicas de microscopia.
4.2.12.1. Microscopia de inmunofluorescencia indirecta.
Células NRK (Normal Rat Kidney) fueron crecidas hasta semiconfluencia sobre
cubres circulares en DMEM completo suplementado son un 10% de suero de ternera
fetal. Las células se fijaron con metanol absoluto a -20 0C. Los cubres se incubaron a
continuación con unas pocas gotas de antisuero a distintas diluciones o suero preinmune
según se especifica en los correspondientes pies de figura durante 30 minutos a 37 0C. A
continuación, se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron durante 20 minutos a 37 0C con
un anticuerpo contra la fracción Fc de las inmunoglobulinas de conejo conjugado a
fluoresceina (TAGO Immunochemícals). Por último, los cubres se lavaron con PBS y se
montaron sobre portaobjetos con Gelvatol’~. El microscopio de fluorescencia utilizado
fue un Zeiss Axiovert 35.
4.2.12.2. Microscopia electrónica.
Las muestras de hígado de rata se procesaron según se ha descrito recientemente
(Cuezva y col. 1990). Las muestras se fijaron con glutaraldehido al 1% en PES y ácido
tánico al 2% a temperatura ambiente durante 1 hora. Se deshidrataron con etanol y se
embebieron en Lowicryl K4M. El paso inicial de deshidratación se realizó a 4 0C, para a
continuación, someterlas a etanol al 50%. y por último, mantenerlas a -20 0C. Las resinas
se polimerizaron por irradiación con luz ultravioleta durante 48 horas a -20 0C y de 24 a
48 horas a temperatura ambiente. Secciones de muestra se adherieron a una rejilla, que se
embebió en una gota de ovoalbúmina 1% en PBS durante 15 minutos a 25 0C. Después la
rejilla se transfirió a una gota del antisuero correspondiente o suero preinmune segun se
indica en el pie de figura correspondiente y se incubó durante 12-16 horas a 4 0C.
Posteriormente, el exceso de anticuerpo se eliminó lavando con PES. Las rejillas se
trataron con ovoalbúmina al 1% y proteína A conjugada con oro en PBS durante 1 hora a
25 0C. A continuación, se lavó con agua, se secó y se tiñó con acetato de uranilo
saturado, volviendo a lavarlas con agua. Por último, las rejillas con las corespondientes
muestras se examinaron con un microscopio electrónico JEOL 100B.
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4.2.13. Purificación de ácidos nucleicos.
4.2.13.1. Aislamiento de RNA de hígado de rata y RNA polí A~
El RNA total de hígado de rata se aislé siguiendo el protocolo descrito por
García-Ruiz y col. (1978). La purificación de la fracción poliA~ del RNA se realizó
mediante cromatografía de afinidad en columnas de oligo (dT) celulosa (Boehringer-
Manhelin, Alemania) según el método decsrito por Aviv y Leder (1972).
4.2.13.2. Aislamiento de DNA plasmidico.
La preparación de DNA plasmídico tanto a escala preparativa (a partir de 250 ml
de cultivo saturado) como a escala análitica (“minipreps’ de 5 ml de cultivo saturado) se
efectuó por el método de la lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979).
4.2.13.3. Aislamiento de dna del fago ~XgtJJ
Se realizó según el protocolo descrito por Maniatis y col. (1989).
4.2.14. Electroforesis de ácidos nucleicos.
4.2.14.1. Electroforesis de RNA
El RNA total o la fracción de poli A~ se fraccioné en geles de agarosa del 1%
conteniendo formaldehido (Thomas, 1980). Posteriormente, se tiñeron los geles con
bromuro de etidio para comprobar la migración electroforótica de los RNAs ribosómicos
(28S-4.100 b y 18S-1.800 b), así como para confirmar que en todos los casos se
fraccionó la misma cantidad de RNA total.
4.2.14.2. Electroforesis de DNA.
La electroforesis de DNA se realizó en geles de agarosa (entre 0.7% y 1%) de
longitud variable en tampón TAE (Tris-acetato 40 mM. EDTA 2mM). La calibración de
los geles se efectué mediante electroforesis en paralelo de una mezcla de fragmentos de
DNA de longitud conocida, resultantes de la digestión del DNA del fago 2~ con las
endonucleasas HindIlí (23.6, 9.6, 6.6, 4.3, 2.3, 2. 0.6 y 0.14 kbp) o EcoRí y Hindilí
(21.2; 5.1. 4.9, 4,2. 3.5, 2, 1.9, 1.5, 1.33, 0.9. 0.8, 0.5 y 0.1 kbp)
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4.2.15. Manejo de genotecas de cDNA de hígado de rata.
4.2.15.1. Síntesis de una genoteca de cDNA de hígado de rata.
La síntesis de cONA a partir de RNA poli A~ de hígado de rata de E horas de vida
se llevó a cabo siguiendo el método de Gubler y Hoffmann (1983), basado en la síntesis
de laprimera cadena con transcriptasa reversa de XMV con oligo(dT) como “primer’ y de
la segunda cadena con RNasa H (Boehringer-Manheini, Alemania) y DNA pol 1 de
E.coli. Los cDNAs así obtenidos fueron ligados al plásmido pUCiS previamente
linealizado con BamHl, tratado con fosfatasa alcalina y con el fragmento Klenow de la
DNA polimerasa 1 para conseguir extremos romos. Los plásmidos recombinantes así
obtenidos fueron usados para transformarbacterias competentes de la cepa DH5 (eficacia
transformación 6 x 106 col/¡sg de DNA). El “screening” de esta genoteca se efectuó
según el método descrito por Grunstein y Hogness (1975) para la transferencia del DNA
de las colonias transformantes a filtros de nitrocelulosa de 0.45 ~imde poro y posterior
hibridación de éstos con un oligonucleótido marcado radiactivamente correspondiente a la
secuencia del cDNA de las subundades a o ¡3 del complejo F1-ATPasa (Garboczi y col.,
1988; Lee y col., 1990). El porcentaje de clones recombinantes fue muy bajo y nulo el
número de clones positivos en el ‘screening”, por lo que esta genoteca se desheché.
4.2.15.2. ‘Screening”de una genoteca de expresión de cDNA de hígado de rata.
Para este fin, se emplearon 2 genotecas de cDNA de hígado de rata en el vector
Xgtl 1, una de ellas cedida por el Dr. González Castaño (Facultad de Medicina,
Universidad Autónoma de Madrid) y la otra, adquirida a Clontech (Palo Alto, California,
Estados Unidos). En ambos casos nos basamos en la capacidad del vector lambda gtl 1
para expresar el inserto de cDNA exógeno durante el ciclo lítico de infección, lo que
permite la detección de clones positivos mediante el uso de anticuerpos específicos para la
proteína codificada por el gen de nuestro interés. Básicamante, los procedimientos que se
han empleado para el “inmunoscreening” han sido: infección de células de Esclierichia
cali de la cepa Y1090 con ?~.gt1 1, plaqueo, transferencia de los productos de expresión de
las placas de lisis a los filtros de nitrocelulosa e incubación sucesiva de éstos con un
anticuerpo policlonal capaz de reconocer a las subunidades a y [3 del complejo
mitocondrial Fl-ATPasa y su posterior detección con un anticuerpo anti IgG de conejo
conjugado con peroxidasa. El “screning” de ambas genotecas también se efectuó
mediante hibridación de los filtros con un oligonucleótido de 25-mer de polaridad
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positiva complementario a una región 5’del mesajero de la subunidad a del complejo FI-
ATPasa de mitocondria de hígado de rata (Lee y col. 1990), con el que no se obtuvo
resultado positivo.
Tras la identificación de clones positivos por “inmunoscreening” y la purificación
de éstos hasta homogeneidad, se procedió al aislamiento del DNA del fago XgtI 1 y
liberación del inserto de cDNA para su posterior subclonaje en el vector plasmídico
Bluescript (Stratagene). La selección de transformantes se realizó por resistencia al
antibiótico amplicilina y los recombinantes fueron identificados por la coloración blanca
de la colonia en un medio con el cromógeno X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolic-¡3-D-
galactopiranosido) y el inductor del operon lac IPTG (Isopropil [3-D-galactopiranosido).
Todas las manipulaciones básicas del DNA (digestiones con endonucleasas de
restricción, defosforilaciones, ligaciones, etc.) se realizaron según los protocolos
recomendados por el proveedor de los enzimas o según Maniatis y col. (1989). La
cuantifiacién del DNA se realizó por comparación de la intensidad de fluorescencia con
patrones de concentración concida, después de electroforesis en geles de agarosa del 1%
teñidos con bromuro de etidio.
4.2.16. Análisis de mensajeros.
4.2.16.1. Northern blot.
Los RNAs fraccionados mediante electroforesis desnaturalizante (apartado
2.13.1) se transfirieron a una membrana de GeneScreen (Dupont-NEN Research
Products. Masachusetts, Estados Unidos) empleando un equipo de transferencia
mediante vacio (LKB 2016 VacuGene Vaccum Blotting System) durante 2 horas a 10
mmHg de presión.
4.2.16.2 Marcaje de sondas de DNA.
Para el marcaje radiactivo de las sondas, aproximadamente 250 ng de DNA se
marcaron con 50 ¡sCi de [a-32P1-dCTPsegún el protocolo de “nick-translation” descrito
por Rigby y col., (1977). La separación de los nucleótidos no incorporados se realizó
mediante una columna de centrifugación de Sephadex G-50, según el protocolo descrito
por Maniatis y col. (1989).
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4.2.16.3. Hibridación.
Después de fijar el RNA a la membrana durante 2 horas a 800C, se prehibridó con
20 ml de una mezcla de composición: formamida desionizada 50% (y/y). DNA de
esperma de salmón desnaturalizado 0.1 mg/mí, Pipes 20 mM pH 6,4, NaCí 0.8M,
EDTA 2 mM y SDS 0.5%, durante 90 minutos a 42 0C. La hibridación se efectué en 10
ml de la misma mezcla a la que se añadieron 100 ¡sí de sonda marcada e incubación
durante 1 hora a 60 0C y 48 horas a 42 0C. Tras la hibridación, se lavé la membrana 1 vez
durante 10 minutos con 100 ml de 2xSSC a temperatura ambiente y 30 minutos con 100
ml de 0.lxSSC y SDS 0.1% a una temperatura deS 0C por debajo del punto de fusión
teórico del híbrido oligonucleótido-mRNA (Tm= 4 x (G±C)+ 2 x (A+Tfl. La membrana
así lavada se expuso a una película radiográfica AGFA (X-ray Film RP-2) a -70 0C
durante distintos tiempos con dos pantallas amplificadores de tungstato (Dupont Cronex
Líghting Plus XL)
4.2.17. Secuenciación de DNA.
Las secuenciación de los insertos contenidos en los plásmidos pAJí y pAJ2 se
realizó utilizando el método de terminación de cadena por incorporación de
dideoxinucleótidos trifosfato desarrollado por Sanger (1977), realizado directamente
sobre DNA de doble cadena previa desnaturalización de éste en medio alcalino.
La separación de los productos de secuenciación se realizó en geles
desnaturalizantes de acrilamida-bisacrilamida 6% (20:1) y urea 7M. El tampón de
electroforesis empleado fue TBE (Tris-borato 89 mM, EDTA 8 mM).
4.2.18. Análisis asistido por ordenador de secuencias de proteínas y ácidos
nucleicos.
4.2.18.1. Análisis de estructura de proteínas.
4.2.18.1.1. Estructura onmana. Alineamientos
.
Todas las secuencias analizadas fueron extraidas del banco de datos de la NBRF
(National Basic Research Foundation) o de Swissprot. Las comparaciones de 2
secuencias se efectuaron mediante los algoritmos de Needíeman y Wunsch (1970) y de
Smith y Waterman (1981), implementados respectivamente en los programas GAP y
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BESTFIT del paquete de software del Genetics Computer Group de la Universidad de
Wisconsin (UWGCGSP) (Deveraux y col., 1984). El alineamiento de múltiples
secuencias proteicas pertenecientes a una misma familia (chaperoninas, subunidades a y
j3 de las F-ATPasas y subunidades A y B de las V-AlPasas) se realizó con los
programas MULTALIN y PILEUP, este ultimo basado en el algortimo de Sneath y Sokal
(1973) y también perteneciente al UWGCGSP. Cuando se compararon proteínas de
distintas familias con baja similitud global de secuencia, los alineamientos se efectuaron
mediante inspección visual.
La identificación de motivos conservados en un grupo de secuencias, así como de
duplicaciones dentro de una misma secuencia se efectuó con el programa MOTIF.
El alineamiento múltiple de secuencias entre varias familias proteicas permitió la
identificación de regiones altamente conservadas entre todas las familias. Estas regiones
fueron usadas como consensos para efectuar búsquedas en el banco de datos con el fm de
identificar secuencias relacionadas. Para ello, se empleó el algortimo de Wilbury Lipman
(1983), implementado en el programa WORDSEARCH del UWGCGSP. La existencia
en dichas regiones consenso de posiciones con residuos absolutamente conservados y
amino ácidos variables fue simulado utilizando la opción /MASK del programa
WORDESARCH durante la búsquedt
El cálculo del procentaje de similitud e identidad de secuencia en una detenninada
familia de proteínas se efectuó mediante comparación de todas las proteínas de esa familia
de 2 en 2 con el programa BESTFIT (Smith y Waterman, 1981) y posterior cálculo de la
media aritmética y error estandar de la media con todos los valores obtenidos.
4.2.18.1.2. Estructura secundaria
.
Para la predicción de estructura secundaria de proteínas, se emplearon lo 2
algoritmos más eficaces descritos hasta la fecha. Estos son los de Gamier-Osguthorpe-
Robson (1978) y de Chou-Fasman (1978), implementados en el programa
PEPTIDESTRUCTURE del UWGCGSP. Con el fin de obtener la conformación más
probable para cada residuo, se analizaron conjuntamente las predicciones para cada uno
de las proteínas estudiadas. De esta forma, disponiendo del alineamiento de estructura
primaria, es posible asignar un estado conformacional a cada posición aminoacídica en la
familia, promediando el estado conformacional predicho para cada una de las secuencias
individuales en esa posición. De la misma forma, cuando los 2 algortimos anteriormente
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mencionados proporcionaban resultados contradictorios, se asumió como estado
conformacional más probable el proporcionalmente más abundante en esa posición para
cadafamilia de proteínas.
La identificación de a-hélices anfifílicas dentro de cada secuencia se efectu
mediante representación helicoidal de las características físico-químicas que definen a los
aminoácidos proteinogénicos (hidrofobicidad, carga eléctrica neta y polaridad)
4.2.18.2. Análisis de secuencia de ácidos nucleicos.
La identificación de los clones obtenidos durante el “screening” de la genoteca de
cDNA de hígado de rata fue efectuado mediante comparación de la secuencia obtenida
con todas las secuencias de DNA incluidas en el banco de datos del GenEMBL, usando
el programa FASTA (Person y Lipmann, 1988) del UWGCGSP.
164
ABRIR CAPÍTULO 5
